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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren, funktionali- 



sierten Polymerpartikeln und deren Verwendung als Aizneimitteltr^ger. 
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Verf ahren zur Herstellung von biologisch abbanbaren^ funktfonalisierten Polvmerpaitikeln and 
deren Verwendung als Arzneimitteltrager 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren, 
funktionalisierten Polymerpartikeln und deren Verwendung als Arzneimitteltrager. 

Stand der Tecbnik 

Die Effektivitat vieler Wirkstoffe Mngt davon ab, ob sie genau an den gewiinschten Zielort im tierischen 
Korper transportiert warden, da die verwendeten Wirkstoffe haufig nur an einer bestimmten Stelle ihre 
voile Wirkung entfalten konnen und an anderen Stellen nicht wirken oder dort sogar negative 
Auswirkungen haben. Letzteres gilt besonders bei der Bekampfung von krebsartigen Erkrankungen und 
insbesondere von krebsartigen Erkrankungen, die im Zentralen Nervensystem (ZNS) auftreten. 

Ein gutes Beispiel fur die Schwierigkeiten, die beitn Transport von Wirkstoffen im tierischen Koiper 
auftreten, bietet die Blut-Him-Schranke (BHS). Dort mussen Wirkstoffe, die ihren Zielort im ZNS haben, 
zuvor diese Barriere uberwinden. Dieses Netzwerk von BlutgefaBen und Zellen schiitzt das ZNS und 
verhindert, dass nicht wasserlosliche Substanzen in das ZNS eindringen konaen. Fettlosliche Substanzen 
konnen diese Schranke ohne Schwierigkeiten durch einfache Diffusion durchschreiten. Fiir den Transport 
von polaren Substanzen und lonen sind allerdings aktive und passive Transportsysteme notwendig. Da 
aber z.B. mehr als 98% aller neu entdeckten Medikamente, deren Zielort im ZNS liegt, nicht 
wasserloslich sind, konnen sie die BHS nicht iiberqueren und somit ihren Zielort nicht erreichen. 

Anhand dieses Beispiels soUen die Schwierigkeiten aufgezeigt werden, die beim Transport von 
Wirkstoffen im tierischen Organismus auftreten koimen. Bei der BHS wird zum Beispiel versucht dxirch 
Veranderung der PermeabiUtat der Membran, diese fiir Wirkstoffe durchlassiger zu machen. Die 
Dxirchlassigkeit der BHS fur Wirkstoffe kann zum Beispiel durch kunstliche Erhohung des osmotischen 
Dracks oder der Verabreichxmg von Bradykinin Analoga erreicht werden. Sanovich et al. (Sanovich, E. et 
al., Brain Res. 1995, Vol.705(l-2), S.125-135) und andere demonstrierten z.B. eine erhohte PermeabiUtat 
der BHS fur Lanthan durch gleichzeitige Verabreichung mit dem Bradykinin Analogon RMP-7. Ein 
grundsatzlicher Nachteil beim Offiien der BHS durch einen der vorgenannten Mechanismen ist, dass sich 
die PermeabiUtat dadurch fur alle Substanzen und damit auch fur toxische Substanzen, die den Zielzellen 
im ZNS schaden konnen, ^hoht 

Eine andere MogUchkeit besteht darin, den Wirkstoff chemisch so zu modifizieren, dass er Upophiler 
wird und damit auch leichter die BHS durchschreiten kann, wie es zum Beispiel an Chlorambucil- 
Derivaten gezeigt worden ist (Greig, N.H. et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 1990, Vol.25(5), S.320- 
325). 



wo 2004/020623 PCT/DE2003/002799 

2 

Eine Alternative zu beiden vorgenannten Systemen bietet die Verwendung von Nano- bzw- 
Mikropartikeln. Diirch ihre VCTwendting mussen weder die Durchlassigkeit der Menibran noch der 
Wirkstoff modiJBziert werden. Kreuter (Kreuter, J. J. Anat 1996, Vol. 189(3), S.503-505) zeigt auf, dass 
die dazu verwendeten Polymeipartikel im wesentlichea durch chemische Verfahren, wie 
Emulsionspolymerisation, Grenzflachenpolytnerisation, Desolvatisieren, Abdan]{)feii und 
Losungsmittelabscheidung hergestellt werden. 

Greomafi der DE 197 45 950 Al werden Polymerpartikel aus den verschiedensten Substanzen CPolymere 
(hier: Polybutylcyanoacrylat), feste oder flussige Lipide, o/w-Emulsionen, w/o/w-Emulsionen oder 
Phospholipidvesikel) verwendet, an die Arzneistoffe gebnnden werden, um sie ins ZNS zu transportieren. 

Ein anderer kritischer Punkt beim Transport von Nano- imd Mikropardkeln uber eine Membran nnd 
insbesondere die Membranen der BHS, ist die Grofie der PolymerpartikeL Bisherige 
Forschungsergebnisse zeigen, dass Polymerpartikel bis zu einer Grofie von 270 mn die BHS uberwindoi 
konnen (Lockman, PJL et al.. Drug Develop. Indust. Pharmacy 2002, Vol.28(l), S.1-12). 

Daber ist es wichtig, dass die verwendeten Polym^artikel eui bestimmte Grofie aufweisen. Nacb 
Lockmann (Lockman, P.IL et al., Drug Develop, Indust. Pharmacy 2002, Vol.28(l), S.1-12) wird die 
Grofie der durch die nach den obigen Ver&hrm hergestellten Polymeipartikel meistens durch 
Photonenkorrelationsspektroskopie bestimmt Ettese auf der Brownschen Molekularbewegung beruhende 
Technik veimisst das Polymerpartikel mit einem Laserstiahl, wobei die Zeitabhangigkeit der 
Lichtveranderung zur Bestimmung der Partikelgrofie herang^sogen wird. Jedoch ist dieses 
Analyseverfahren zur nachtraglichen Bestimmung der Giofie der hergestellten Polymerpartikel sehr zeit- 
und kostenau^endig. 

Daher ist es die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein schnell einsetzbares und kosteagunstiges 
Transportsystem fiir biologisch aktive Substanzen zur Verfugung zu stellen, dass einen effektiven und 
sicheren Tran^ort von Wirkstoffen im tierischen Organismus emioglicht. 

Als „biologisch aktive Substan^* im Sinne dieser Erfindung wird jede Substanz bezeichnet, die eine 
biologische Reakdon des Organismus auslosen kann. Diese Substanzen um&ssen sowohl Enzyme und 
Abzyme, die eine bestimmte Reakdon im Organismus katalysieren, Proteine, wie zum Beispiel 
Antikorper, die eine indirekte Reakdon des Organismus auf die Anwesenheit dieser Substanz im 
Organismus h^omifen als auch anorganische und organische Molekiile, die nicht biologischen 
Ursprungs sind, das heifit, nicht von einem naturlich vorkommenden Organismus gebildet werden, 
sondem kunstlich hergestellt werden. Zur letzten Gruppe gehoren auch die meisten pharmazeutischen 
Wirkstoffe. Die biologisch akdven Substanzen konnen je nach ihrer Art auch dazu geeignet sein, weitere 
biologisch aktive Substanz^ zu binden. 
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Um die oben geoannte Aufgabe zu losen, wird ein Verfahrea zur Herstellung von biologisch abbaubaren 
Polymerpartikebi bereitgestellt. Dieses Verfahrea umfasst das Einbringen zumindest eines induzierbaren 
Gens in einen Mikroorganismus, wobei das Gen fur ein Protein codiert, das die Grofie der 
Polymerpardkel kontrolliert und das Kultivieren des MUcroorganisnius unter Lidukdon des oben 
genannten zumindest einen induzierbaren Gens in einem Kulturmedium unter Bedingungen, die zur 
Herstellung der biologisch abbaubaren Polymeipartikel durch den Mikroorganismus geeignet sind. Durch 
dieses Ver&hren ist es zndglich biokompatible, biologisch abbaubare Polymeipartikel herzustellen, die 
sich fur den Transport von biologisch aktiven Substanzen eignen und wobei durch die Steuenmg der 
Grofie der sich bildenden Polymeipartikel, diese je nach Bedarf in gewiinschter GroBe produziert werden 
konnm. Durch die kontroUierte Herstellung von Polymerpartikel bestimmter Gr5Be wird die Ausbeute an 
Polymerpartikehi der gewunschten GroBe erhSht, was zur Steigerung der Effektivitat des Verfahrens fuhrt 
und gleichzeitig hilfl Kosten zu sparen. AuBerdem konnen durch das erfindungsgenmBe Verfahren 
Polymeipartikel hergestellt werden, die der bereits zuvor genannten Anforderung an die Partikelgrdfie fur 
den Transport iiber die BHS entsprechen. Durch dieses Verfahren konnen vor allem Polymeipartikel 
hergestellt werden, die Ideiner sind als die durch Mikroorganismen natiirlich hergestellten 
Polymerpartikel dieser Art. Die durchschnittliche Grofie der durch Mikroorganismen natiirlich 
hergestellten Polymerpartikel betragt 300 bis 500 nm (Wieczorek, R. et al,, J. Bacterid. 1997, VoL177(9), 
S.2425-2435), wahrend das erfindungsgemaBe Verfahren es ermoglicht, die Herstellung der 
Polymerpartikel so zu steuem, dass sie deutlich unter diesem Durchschnittswert liegen. 

Die hiduktion des die PartikelgroBe bestirmnenden Gens erfolgt dabei fiber einen vorgeschalteten 
induzierbaren Promoter, wie z.B. einen bad-Promotor, den man durch Arabinose induziert. Die 
Mikroorganismen, die man dafur einsetzt, besitzen kein Gen fiir die KontroUe der GroBe der 
Polymerpartikel oder man inaktiviert dieses Gen und ersetzt es durch das im erlBndungsgemaBen 
V^r&hren beschriebene zumindest eine induzierbare Gen, das fur ein Protein codiert, das die GroBe der 
Polymerpartikel kontrolliert. Dieses Gen wird dabei uber einen Vektor in die Zelle eingebracht, der im 
CT^erimentellen Teil dies^ Beschreibung naher beschrieben wird. Dadurch ist es erstmalig moglich, 
biokon^atible, biologisch abbaubare Polymerpartikel definierter GroBe in einem mikrobiellen Verfahren 
herzustellen. 

Diese Polymerpartikel werden als cytoplasmatische EinschlQsse in der Zelle abgelagert. Der Kern dieser 
Polymerpartikel besteht aus Polyhydroxyalkylcarboxylaten insbesondere Polyhydroxyalkanoaten und 
wird von einer aus Proteinen und Phospholipiden bestehenden HuUmembran umgeben. Die HuUmembran 
besteht aus Lipiden und in sie eingebettete Proteine. Die Polyhydroxyalkylcarboxylate, die den Kern 
dieser Polymerpartikel bilden, haben Schmelzpunkte von 50^C bis 176*^0, eine Kristallinitat von 30% bis 
70% und Zerreisdehnungswerte von 5% bis 300%. 
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Um dieses vorteilhafte Verfahr^ auch in Mikroorganismen zur Anwendung zu bringen, die sich fur die 
biotechnologische Zuchtung besser eignen (z.B. bestimmte Fomieii von E. colU die als GRAS 
Qrganismen klassifiziert sind) aber die oben genannten Polymeipartikel aufgrund ihrer genetischen 
Ausstattung nicht bilden konnen, bringt man neben dem zumindest einem induzierbar^ das fur ein 
Protein codiert, das die Grofie der Polymeipartikel kontrolliert, mindesteos ein weiteres Gen ein, das fur 
ein bei der Bildung der Polymeipartikel beteiligtes Protein codiert. Denkbar ist jedes Piotein, dass den 
Stofiwechsel, der zur Bildung der Polymeipartikel fiihrt, beeinflussen kann und damit die 
Zusammensetzung der sich bildenden Polymeipartikel. Dabei wahlt man das mindestens eine weitere 
Geo, das fur ein bei der Bildung d^ Polymeipartikel beteiligtes Protein codiert, so aus, das es £ar eine 
Thiolase, eine Reduktase oder eine Polymer-Synthase codiert. Unter einer Poljrmer-Syntfaase versteht 
man jedes Protein, das den letzten Schritt zur Bildung eines Polymers katalysieren kann. Neben dea in 
dieser ErBndung beschriebenen Polymer-Synthasen kann die Bildung eines Polymers zB. auch von einer 
Lipase ubemommen werden. Bevorzugt wahlt man das mindestens eine weitere Gen, das fur ein bei der 
Bildung der Polymeipartikel beteiligtes Protein codiert, so aus, dass es fur die phaA-Thiolase, die phaB- 
Ketoacyl-Reduktase oder die phaC-Synthase aus Ralstonia eutropha codiert. Duich das Einbringen dieser 
zusatzlichen Gene wird die Zelle dazu in die Lage versetzt, Proteine zu produzieren, die ihr die Bildung 
der Polymeipartikel ermSglichen. Durch gezieltes auswahlen des mindestens einen weiteren Gens, das fur 
ein bei der Bildung der Polymeipartikel beteiligtes Protein codiert, kann auch die spatere 
Zusammensetzung der Polymeipartikel beeiEiflusst werden. Gene, die fur Proteine codieren, die am 
Stofiwechselweg zur Bildung der Polymeipartikel beteiligt sind, konnen unt^chiedliche 
Substratspezifitat besitzen, unterschiedUche Reaktionsprodukte bilden oder Abzweigungen im 
Stofiwechselweg blockieren, um so die Substrate und Molekule, die an der Bildung der Polymeipartikel 
beteiligt sind, gezielt zu beeinflussen. 

Bei Mikroorganismen, wie den in Beispiel 4 beschriebenen Mutanten der Gattung E. coli, die einen 
veranderten Fettsauremetabolismus aufweisen, bendtigt man neben dem zumindest einem induzierbaren 
Gen, das fiir ein Protein codiert, das die GroBe der Polymeipartikel kontrolliert, nur die Polymer- 
Synthase, um die Herstellung der Polymeipartikel zu ermoglichen. Je nach dem welchen Organismus man 
verwendet, kdnnen weiter Gene in die Zelle eingebracht werd^ um die Herstellung der Polymeipartikel 
unter den gegebenen Bedingungen zu ermoglichen. Enfhalt die Zelle nicht alle fur die Bildung der 
Polymeipartikel erforderlichen Gene, so kann die Herstellung der Polymeipartikel trotzdem erfolgen, 
wenn man die durch die fehlenden Proteine hergestellten Zwischenprodukte der Zelle uber das 
Nahnnedium zufuhrt. Fiir die Bildung der Polymeipartikel ist jedoch inamer mindestens eine Polymer- 
Synthase erforderlich. 

Durch die Steuerung der Zusammensetzung der Polymerpartikel kdnnen ihre Eigenschaften beeinflusst 
werden. Durch die Beeinflussxmg ihrer Eigenschaften kann man zum Beispiel die Geschwindigkeit der 
biologischen Abbaubarkeit der Polymerpartikel beeinflussen. Neben der bereits zuvor geschilderten 
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Mdglichkeit, dtuch die gezielte Auswahl der in die Zelle eingebrachten weiteren Gene, die fur ein bei der 
Bildung der Polymexpardkel beteiligtes Protein codieren, ist zur Beeinflussung der Zusammensetzung der 
sich bildenden Polymerpartikel in vivo besonders bevorzugt, das Einbringen von zumindest einem 
zusatzlichen Gen in die Zelle, das fur eine Thiolase imd/oder eine Polymer-Synthase codi^. Die 
unterschiedliche Substratspraifitat der Thiolasen und der Polymer-Synthasen fiihrt zu imterschiedlichen 
Zwischen- und Endprodukten und damit zu einer anderen Zusammensetzung des gebildeten 
Polymerkems des Partikels. 

Das Herstellungsprinzip dieser Polymerpartikel wird anhand der Abbildung 2 beispielhaft verdeutlicht. 
Aktivierte Vorstufen fur die Biosynthese der Polymere konnen grundsatzlich von dem zmtralen 
Metaboliten Acetyl-CoA oder von Intennediaten der primary Stofiwechselwege Citrat-Zyklns, 
Fettsaure-fi-Oxidation und Fettsaure-^e novo-Biosynthese, sowie dem Stoffwechsel von Aminosauren 
abgeleitet w^den. Dienen Fettsauren als Kohlenstoffquelle so werden uber die Fettsaure-fi-Oxidation 
Intermediate (Acyl-CoA, insbesondere 3-Hydroxyacyl-CoA) bereitgestellt, die als aktivierte Vorstufen 
fur die PHA-Biosynthese dienen. 

Die KontroUe der Partikelgr5Be erfolgt, indem man das zumindest eine induzierbare Gen, das fur ein 
Protein codiert, das die Grofie der Polymerpartikel kontrolliert, aus der Familie der Phasin-ahnlichen 
Proteine ableitet und bevorzugt aus der Gruppe auswahlt, die das Phasin-Gen phaP aus Ralstonia 
eutropha und das Phasin-Gen phaF aus Pseudomonas oleovorans lunfasst. Phasine sind amphiphile 
Proteine mit einem Molekulargewicht von 14 bis 28 kDa, die fest an die hydrophobe Oberflache der 
Polymerpartikel binden. 

Polymerpartikel mit vinterschiedlicher Zusarmnensetzung des sie bildenden Polymers weisen 
unterschiedUche mechanische Eigenschaften auf und setzen biologisch aktive Substanzen, insbesondere 
pharmazeutische Wirkstoffe, unterschiedlich scbnell frd. Polymerpartikel zum Beispiel, die aus C6-C14 
3-Hydroxyfettsaurm zusammengesetzt sind, zeigen infolge der niedrigen Kirstallinitat des Polymers eine 
hohm Abbaurate des Polymers auf. Fur gewdhnlich vecringert eine Erhohimg des molaren Verhaltnisses 
der Polymerbestandteile mit grSfleren Seitenketten am Polymerruckgrat die Kristallinitat und fuhrt zu 
erhohten elastomeren Eigenschaften. Durch die Kontrolle der Polymerzusammensetzung gema/J dem in 
der Erfindung beschriebenen Verfahren kann somit die biologische Abbaubarkeit der Polymerpartikel 
beeinflusst warden und damit auch die Freisetzungsrate fur biologisch aktive Substanzen, insbesondere 
phaimazeutischen Wirkstoffe. 

Vorzugsweise bringt man in das Kulturmedium als Substrat fur die Bildung der Polymerpartikel 
mindestens eine Fettsaure mit fimktionellen Seitengruppen und besonders bevorzugt mindestens eine 
Hydroxyfettsaure und/oder mindestens eine Mercaptofettsaure xmd/oder mindestens eine 
B-Aminofettsaure ein. Unter , JPettsauren mit fimktionellen Seitengruppen"* sind gesattigte oder 
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imgesattigte Fettsaurea 2x1 verstehen. Darunter fallen auch Fettsauien, die funktionelle Seitengruppea 
enthalteii, die atisgewahlt werdea aus der Gruppe, die Methylgruppen, Alkylgruppen, Hydroxylgmppen, 
Phenylgruppen, Sulfbydrylgmppen, primare, sekundare und tertiare Aminogruppeo, Aldehydgmppen, 
Ketogruppen, Ethergruppeo, Carboxylgnqppen, 0-Estergnq>peii, Thioestergrupp^ 
Carboiisaiireainidgruppen, IMbacetalgnqppeii, Acetalgruppen, Phosphatmonoestergmppen imd 
Phosphatdiestergrappen um&sst. 

Der Eimatz der Substrate richtet sich nach der gewunschten Zusammensetzung und den gewunschten 
Eigenschaften der Polymeipartikel, die sowohl genetisch dutch den Einsatz verschiedener Gene, die fur 
Proteine nlit unterschiedlicher SubstratspezifitSt codieren als auch durch die verwendeten Zusatzstoffe, 
Substrate und Reaktionsbedingungen, die im Kulturmedium vorliegen, beeinflusst werden. 

Um eine noch g^iauere KontroUe der GrSfie der sich bildenden Polymeipartikel zu erlangen, gibt man 
das Substrat dem Kulturmedium in einer solchen Menge zu, dass es ausreichend bemessen ist, um die 
Kontrolle der Grofie der Polymeipartikel zu gewahrleisten. Dadurch ist eine zusatzliche Mdglichkeit 
gegeben, die Steuerung der Partikelgrofie noch wirksamer zu kontrollieren. 

Fur die Bildung der Polymeipartikel nach dem eifindungsgemaBen Verfahren wahlt man den 
verwendeten Mikroorganismus aus der Gattung aus, die Ralstoniay Alcaligenes, Pseudomonas und 
Halobiforma um&sst. Bevorzugt wahlt man den verwendeten Mikroorganismus aus der Gruppe aiis, die 
Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Escherichia coli, Pseudomonas fragiy Pseudomonas putida, 
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, imd 
Halobiforma haloterrestris umfasst. Diese Gruppe umfasst sowohl Mikroorganismen, die von Natur aus 
in der Lage sind, biokompatible, biologisch abbaubare Polymeipartikel herzustellen, als auch 
Mikroorganismen, wie zum Beispiel £*. co/i, die dazu aufgnmd ihrer genetischen Ausstattung nicht in der 
Lage sind. In die zuletzt genannten Mikroorganismen biingt man die dafur erforderlichen Grene nach dem 
erfindimgsgemafien Verfahren ein, um sie zur Herstellung der Polymeipartikel zu befahigen. Prinzipiell 
kaim man mit dem oben beschriebenen Verfahren jeden kultivioibaren Mikroorganismus fur die 
Herstellung von Polymeipartikel verwenden, auch wenn er die fiir die Polymerpartikelbildung 
erforderlichen Substrate aufgnmd eines anderen Stoffwechsels nicht herstellen kann. Li solchen Fallen 
gibt man die erforderUchen Substrate dem Kulturmedium zu, die dann von den Proteinen, die von den 
Genen e7q>rimiert worden sind, die in die Zelle eingebracht worden sind, zu Polymerpartikeln umgesetzt 
werden. 

Um die Polymeipartikel aus den Zellen zu erhalten, schlieBt man die kultivierten Mikroorganismen auf an 
sich bekannte Weise auf und trennt die Polymeipartikel anschlieBend von den Zellresten ab. Um den 
Grofienbereich der so gewonnenen Polymeipartikel noch weiter einzuengen, konnen StandardverGahren, 
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wie Z.B. eine Ausschlusschromatographie oder eine IMchtegradientenzentrifugation, zur Selekdon der 
Polymerpartikel der gewunschten GrSfie eingesetzt werden. 

Die aus Pioteinea und Lipiden besteheade Hullmembran der erfindimgsgemaQ hergestellten 
Polymerpartikel kann man ebexi&Us modifizieren, um den Partikeln gunstigere Eigenschaften fur den 
Transport der Wirkstoflfe im tierischen Korper zu verleihen. Dafur trennt man eine sich auf der 
Oberflache der Polymerpartikel befindliche Lipidschicht von den gemafi dem erfindmigsgemaQen 
Verfahren erhaltenen Polymetpartikeln ab, und ersetzt sie durch eine Lipidschicht anderer 
Zusammensetzung. 

Beim Ersetzen der Lipidschicht durch eine Lipidschicht anderer Zusammensetzung sind die 
Eigenschaften der neuen Lipidschicht von Bedeutung, die den Transport der Polymerpartikel fiber eine 
biologische Membran beeinflussen. Wemi die Lipidschicht der Hullmembran mit der Lipidschicht der 
Zielmenibran ubereinstimmt, kann eine bessere Aufoahme von Partikeln beobachtet werden (Femart, L. 
et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 1999, VoL291 (3), 8,1017-1022). Deshalb kann die Lipidschicht der 
Polymerpartikel entfemt werden und durch eine Lipidschicht anderer Zusammensetzung ersetzt werden. 
Dies geschieht vorzugsweise durch eine Aceton-Bxtraktion oder es werden Phospholipasen oder nicht- 
denaturierende Detergentien verwendet. Anschliefiend wird eine Mischung der entsprechenden 
amphiphilen Molekule zu dexi nun nahezu Lipid-freien Polymerpartikeln gegeben, um eine Lipidschicht 
gewunschter Zusammensetzung zu erhalten. Die neue Lipidschicht besteht dabei bevorzugt aus einer 
Mischung von amphiphilen Molekulen, die man aus der Gruppe auswahlt, die Phospholipide und 
Etherlipide umfasst. 

Neben den Lipiden kann man durch den Einsatz der oben genannten Detergenzien auch die sich auf der 
Ob^ache der Polymerpartikel befindlichen Proteine, bis auf die Polymer-Syntibase, entfemen imd durch 
funktionalisierte Proteine ersetzen. Dadurch kann man nackte Polymerpartikel fiir eine Vielzahl von 
Modifikationsmoglichkeiten bereitstellen, die* im Weiterm noch beschxiebra werden. Fur diese Art der 
Modifikation eignen sich besonders Polymetpartikel» die aus dem Mikroorganismus H. haloterrestris 
gewonnen werden. 

Je nach spaterer Anwendung der Polymerpartikel steuert man die PartikelgroBe durch das zumindest eine 
induzierbare Gen so, dass die gebildeten Polymerpartikel einen Durchmesser von 10 mnbis 3 jim, 
bevorzugt 1 nm bis 900 nm imd besonders bevorzugt 10 nm bis 100 mn haben. In einer besonderen 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann man diese GroJJenkontrolle auch durch die Steuerung 
der Verfiigbarkeit eines Substrates im Kulturmedium oder durch eine Kombination beider Mechanismen 
erzielen. 
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Fur die Funkdonalisienuig der nadi dem erfindungsgemafien Verfahren hergestellten Polymerpartikel ist 
es erforderlich, dass das im Verfahren eingebrachte ziunindest eine induzierbare Gen, das fur ein Protein 
codiert, das die Grofie der Polymeipardkel kontrolliert, eine Polymerpartikelbindedomane und zuinindest 
eine Bindedomane um&sst, wobei die zumindest eine Bindedomane eine biologisch aktive Substanz 
und/oder ein Kopplungsreagenz binden kann. Besondars bevoizugt ist ebenfalls, dass das mindestens ein 
wdtere Gen, das fur ein bei der Bildung der Polymerpartikel beteiligtes Protein codiert, eine 
Polymetpartikelbindedomane und zumindest eine Bindedomane um&sst, wobei die zumindest eine 
Bindedomane eine biologisch akdve Substanz und/oder ein Kopplungsreagenz bind^ kaim. 

Eine ,3i]idedomane'* bezeichnet den Teil des Proteins, den man durch genetische Modifikation des zuvor 
in die Zelle eingebrachten zumindest einen induzierbaren Gens und/oder des mindestens einen weiteren 
Gens, das fur ein bei der Bildung der Polymerpartikel beteiligtes Protein codiert, erhalt. Die 
Bindedomane, die biologisch aktive Substanzen und/oder ein Kopplungsreagenz binden kann, wahlt man 
aus der Gruppe aus, die Oligopeptide, Enzyme, Abzyme und nicht-katalytische Proteine umfasst. 
Bevorzugt xmifasst diese Gruppe FLAG-Epitope oder mindestens ein CysteiiL Diese Gruppen werden im 
e7q)erimentellen Teil auch als Funktionsproteine bezeichnet. Die codierende Sequenz fur die in dieser 
Gruppe genannten Mitglieder wird in die codierende Sequenz des zuvor in die Zelle eingebrachten 
zumindest einen induzierbaren Gens und/oder des mindestens einen weiterm Gens, das fur ein bei der 
Bildung der Polymerpartikel beteiligtes Protein codiert, eingefugt. Dadurch werden Proteine produziert, 
die nicht nur an der Bildung oder der Kontrolle der BUdung der Polymerpartikel beteiligt sind, sondem 
auch noch uber ihre durch genetische Modifikation eifaaltene Bindedomane biologisch aktive Substanzen 
und/oder Kopplungsreagoozien binden konnen. Die Bindedomane kann auch noch nach Herstellung der 
Polymerpartikel durch chemische Modifikation der auf der Oberflache lokalisierten Proteine mit 
Kopplungsreagenzien erhaltm werden (siehe Beispiel 8). 

Ein ,3^opplungsreagen^* in diesem Sinne ist eine anorganische oder organische Verbindung, die dazu 
geeignet ist, auf der einen Seite eine biologisch aktive Substanz oder weitere Kopplungsreagenzien und 
auf der anderen Seite die Bindedomane an sich zu bind^ 

Dieser Aufbau ermoglicht es, multifiinktionelle Polymerpartikel herzustellen, die fur den Transport von 
biologisch aktiven Substanzen geeignet sind. Die , J^olymerpartikelbindedomane" besteht bevorzugt aus 
einem Teil eines Proteins, der es dazu befahigt, auf der hydrophoben Oberflache der Polymerpartikel 
anzubinden. Die Polymeipartikeldomane, die einen Teil eines auf der Oberflache des Polymerpartikels 
gebimdenen Proteins umfasst, wahlt man dabei aus der Gruppe von Proteinen aus, die eine Polymer- 
Depolymerase, einen Polymer-Regulator, eine Polymer-Synthase und ein die PartikelgroBe 
kontroUierendes Protein mnfasst. Diese Proteine stammen bevorzugt aus Mikroorganismen, die in der 
Lage sind Polymerpartikel zu bilden, insbesondere solche aus der Gattung Ralstoniay Alcaligenes und 
Pseudomonas. Das die Partikelgrofie kontrollierende Protein wird dabei bevorzugt aus der Fanodlie der 
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Fhasin-ahnlichen Proteine abgeleitet und noch bevorzugter verweadet man dafur das Phasin aus K 
eutrophaimdP. oleovorans. 

Bin , JPolymer-Regulatoi'^ im Sinne der Erfindung ist ein Protein, welches die Transkription der an d^ 
Bildung der Polytneipartikel beteiligten Gene phaA, phaB und phaC reguliert. Es wird durch Bindung an 
die Partikeloberflache der Transkriptionsregulation entzogen. Ein Beispiel eines solchen Regulators ist 
der Phasin-Repressor (phaR) aus R. eutropha, der an den Promotor eines Phasin-ahnlichen Gens bindet, 
dessen Expressionsprodukt die Grofie der sich bildenden Polym^artikel reguliert und verhindert, dass 
das Gen abgelesen wird. Durch das Binden des Phasin-Repressors an der Oberflache d^ sich bildenden 
Polymerpartikel wird diese Stelle auf dem Promotor fireigegeben und die Transkription des 
dahinterliegenden Gens kann beginnen. 

Die Nutzung der Bindedomane einer Polymer-Synthase zur Bindung von Kopplungsreagenzim und/oder 
biologisch akdven Substanzen, ergibt sich aus der hohen StabiUtat der Bindung zwischen der 
Polymerpartikelbindedomane dieses Proteins und dem Kern des Polymetpartikels. Der Erfind^ hat 
ubenraschend herausgefunden, dass diese Bindung weder durch denaturierenden Reagenzien, wie z.B. 
Sodiumdodecylsulfat (SDS), Hamstoff, Guanidiumhydrochlorid oder Dithiothreitol, noch durch 
Verwendung azider Bedingungen vom Kern des biologisch abbaubaren Polymeipartikels gelost werden 
kann. Bevorzugt wird dafiir die Polymer-Synthase VCTwendet, die aus R eutropha^ P. oleovorans, P. 
putida oder P. aeruginosa abgeleitet wird. 

Dabei ist es ein besonderer Vorteil des ^£ndxmgsgemafien Ver&hrens, dass die gentechnische 
Modifikation der auf der Oberflache der Polymerpartikel bindenden Proteine nicht die Funktionalitat des 
an der Bildung der Polymerpartikel beteiligten Proteine beeinflusst. So bleibt zum Beispiel die 
Fu33ktionalitat der Polymer-Synthase erhalten, wenn mit ihrem N-terminalen Ende ein Protein fusioniert 
wird und somit cine Bindedomane zur Bindung von biologisch aktiven Substanzen und/oder 
Kopplungsreagenzien erzeugt wird. Sollte die Funktionalitat eines Proteins durch die Fusion doch 
beeintrachtigt sein, kann durch die Anwesenheit eines weiteren Gens, das fur ein Protein codiert, dass die 
gleiche Funktion ausfuhrt und in einem aktiven Zustand vorliegt, dieser Mangel kompensiert werden. 

Dadurch kann eine stabile Verbindung der uber die Bindedomane der Proteine, insbesondere der 
Polymer-Synthase, gebundenen biologisch aktiven Substanzen und/oder Kopplungsreagenzien an das 
Polymerpartikel gewahrleistet werden. 

Bei der gentechnischen ModifikatLon der Gene, die fur Proteine codieren, die nach ihrer Expression an die 
Partikelob^ache binden, konnen auch Gene mit unterschiedlichen Modifikationen in die Zelle 
eingebracht werden. Nach der Expression dieser Proteine mit ihren unterschiedlichen Bindedomanen und 
der Bildung der Polymerpartikel kann so eine Multifunktionalisierung der Partikeloberflache liber die 
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unterschiedlichea Bindedomanen erfolgen. Mit Hilfe dieses Verfahrens wird eine einfeche und effiziente 
Massenproduktion von funktionalisiCTten Polymerpartikeln ennoglicht 

Fur die nachtragliche Funktionalisierung der atif der Oberflache der Polymetpartikel gebimdenen Proteine 
verwendet man Kopplungsreagenzien, die man bevorzugt aus der Gruppe auswahlt, die Bis-(2-oxo-3- 
oxazolydinyl)-Phosphonchlorid (BOP-Cl), Bromo-tris-pyrrolidino-phosphoniumhexa-fluorophosphat 
^yBroP), Benzotriazole-l-ylK>xy-tris-pyrroUdino-phosphomiinahe (PyBOP), 
N-HydroxysTKximnud-Biotin, 2<lH-bam>triazole-l-yO^ 

(HBTU), Dicyclohexyl-carbodiimide, Disuccinimidylcarbonat, l-(3-<iimethylarQinopropyl)-3- 
ethylcarbodiimid CEDC), Bis-(2-oxo-3-oxazolydinyl)-phosphin, Diisopropylcarbodiimide PIPC), 2-(lH- 
benzotrioxazolyl)-l,l,3,3-tetramethyluroiiiunite (TBTU), 2-(5-norboren-2,3- 

dicarboxyinudo)-l,l,33-tetramethyluroniui^ (TNTU), para-Nirophenylchloroformate, 

und 0-(N-succinimidy>l,l,3,3- tetramethyluronium tetrafluoroborate (TSTU) umEasst. 

Als biologisch aktiven Substanzen verwendet man bevorzugt, Pestizide, Herbizide, pharmazeutisch aktive 
Substanzen und Proteine. 

Die pharmazeutisch aktiven Substanzen wahlt man aus d&r Gruppe aus, die Dideoxyinosin, Floxuridin, 
6-Mercaptopurin, Doxorubicin, Daunombicin, 1-Darubicin, Cisplatin, Methotrexat, Taxol, Antibiotika, 
Anticoaguranzien, Germizide, Antiarrythmische Agenzien und Wirkstoftvorstufen imd -derivate der 
angefuhrten Wirkstoffgrupp^ umfasst. 

Die Proteine wahlt man bevorzugt aus der Gruppe aus, die Insulin, Calcitonin, ACTH, Glucagon, 
Somatostatin, Somatotropin, Somatomedin, Parathyroidhormon, Erythropoietin, hypothalanoische 
Freisetzungfektoren, Prolactin, Thyroid-stimulierendes Honnon, Endorphine, Enkephaline, Vasqpressine, 
nicht natiirlich vorkommende Opiate, Superoxiddismutase, Antikorper, Mterferone, Asparaginase, 
Arginase, Arginindeaminase, Adenosindeaminase, Ribonuclease, Trypsin, Chymotrypsin und Pepsin 
umfisisst. 

Bin weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur in vitro Herstellung von biologisch abbaubarra 
Polymerpartikehi, wobei das Verfehren das Bereitstellen emer fur die Polymerpartikelbildung geeigneten 
Losung mit zummdest einem Substrat, das Einbringen eines Proteins in die Losung, das dazu geeignet ist, 
die GroBe der Polymerpartikel zu kontrollieren und das Einbringen mindestens eines weiteren Proteins, 
das an der Bildung der Polymerpartikel beteiligt ist, umfasst. Auch das in vitro Verfahren bietet den 
Vorteil, das die GroBe der Polymerpartikel schon wahrend der Herstellung der Polymerpartikel gesteuert 
werden kann und eine spatere kostenaufwendige und zeitraubende GroBenbestimmung und Auftrennung 
der gebildeten Polymerpartikel in einzelne GroBenldassen vermieden wird. 
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Dabei setzt man fiir das mindestens eine v/dtere Protein, das an der Bildung der Polymerpartikel beteiligt 
ist, eine Polymer-Synfhase ein, wobei man diese Polymer-Synthase bevoizugt aus der Gnippe auswahlt, 
welche die Polymer-Synthase aus jR. eutropha, P. oleovorans, P. putida und P. aeruginosa umfasst. 

Im Gegensatz zur in vivo Synthese ist eine in vitro Synthese, bei der im Labor aus Mikroorganismen 
isolierten Proteine und Enzyme verwendet werden, nonnal^n^eise sehr kostenintensiv, da sowohl die 
Enzyme und teilwdse auch die Enyzmsubstrate zuvor isoliert und gereinigt werden mussen. In einer 
besonderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung zur in vitro Synthese der biokonq}atiblen, 
biologisch abbaubaren Polymerpartikel gibt man der fur die Polymerpartikelbildung geeigneten Losung 
mindestens eine Fettsaure, besonders bevorzugt eine fi-Mercaptosaure und/oder eine fi-Aminofettsaure 
imd eine Acyl-Co A Oxidase oder andere oxidierende und aktivi^rende Enzyme fur die Bildung der 
Polymerpartikel zu. Durch die Verwendung dieser Substrate anstelle der R/S-3-Hydroxyfettsauren und 
der Acyl-CoA Synthetase entsteht ein CoA-Wiederverwertungssystem, in dem die Acyl-CoA Oxidase die 
Fettsaure akdvieren und oxidieren wird, wahrend sie CoA verbraucht und ATP hydrolysiert. Wahrend der 
Polymerisierung spaltet die Polymer-Synthase CoA ab, das dann wiederum von der Acyl-CoA Oxidase 
verwmdet werden kann. Die Kostra dieses in vitro Verfahrens lassen sich dadurch merklich verringem. 

Ein weiterer Vorteil des in vitro Ver&hrens zur Herstellung der Polymerpartikel ist, dass man das 
zumindest eine Substrat der fur die Polymerpartikelbildung geeigneten Losung in einer solchen Menge 
zugibt, dass es ausreichend bemessen ist, um die Kontrolle der Grofie der Polymerpartikel zu 
gewahrleisten. 

Aufierdem kann die Grofie der sich bildenden Polymerpartikel auch noch dadurch kontrolliert werden, i 
indem man die Polymer-SynHiase der Losung in einer solchen Menge zugibt, die ausreichend ist, um die 
Kontrolle der GrSfle des sich bildenden Polymerpartikel zu gewahrleisten. Wie beim in vivo Verfehren 
gibt es also auch im in vitro Ver&hren weitere Moglichkeiten, die Steuerung der Polymerpartikelgrofie 
noch genauer zu kontroUieren und damit die Ausbeute an Polymerpartikeln der gewunschten Grofie zu 
erhohen und damit das Verfahren efiSzienter und kostengunstiger zu gestalten. 

Die eigentliche Kontrolle der Partikelgrofie erfolgt beim in vitro Verfahren allerdings durch Eiabringen 
eines die Grofie der Polymerpartikel kontrolliarenden Proteins in die Losung, das man aus der Familie der 
Phasin-ahnUchen Proteine ableitet und bevorzugt aus der Gnq>pe auswahlt, die das Phasin aus Ralstonia 
eutropha imd das Phasin aus Pseudomonas oleovorans umfasst. 

Durch die Wahl des zumindest einen Substrates als auch der verwendeten Enzyme ist es, wie beim in vivo 
Verfahren auch, moglich, die Zusammensetzung des Polymers zu regulieren und dadurch Polymerkeme 
mit xinterschiediichen Eigenschaften zu gewinnen. Bei Verwendung von mehr als einem Substrat, konnen 
zum Beispiel je nach Art der aus den Enzyme gebildeten Polymeren, Polymerpartikel mit 
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iinterschiedlicher Zusammensetzung des Polymerkems gewomen werden. Wie bereits weiter oben 
beschrieben verleih^ die dadurch hergestellten Polymere dem Polymeipartikel unterschiedlichste 
Eigoischaften. 

Tm in vitro Verfahren zur Herstellung der Polymerpartikel gibt man zur Kontrolle der Zusanmiensetzung 
der Lipidschicht auf der Oberfiache des Polymerpartikels mindest^os ein amphiphiles Molekiil aus der 
Gruppe der Phospholipide und Etherlipide zur Losung hinzu (Ohne zusatzliche anq>hiphile Molekule 
enstehen in vittx) Pardkel, die nur von Proteinen umgeben sind, was einen weiteren Pardkeltyp darstellt). 
So lassen sich zum Beispiel Polymerpartikel mit einer spezifisch^ Oberflachenladung herstellen, die 
speziell auf die spater zu uberwindende biologische Membran im tierischen Koiper abgestimmt ist. Der 
Vorteil bei der Modifikation der Lipidschicht dsx HuUmembran im in vitro Verfahren ist, dass die 
nachtragliche Modifikation der Lipidschicht, wie beim in vivo Verfehren, entfallt. Da die anc^hiphilen 
Molekule, wie zum Beispiel Phospholipide oder Etherlipide, bereits zur Ausgangslosung zugegeben 
werden, wird von An&ng an erne Lipidschicht mit gewunschter Zusammensetzung erzeugt. 

Ein weiterer Aspekt des in vitro VerfahrCTS, der auch im in vivo Verfahren zur Anwendung koromt, ist, 
dass man der fur die Polymerpartikelbildung geeigneten Losung mindestens eine pharmazeutisch aktive 
Substanz zugibt Diese wild wahrend der Polymerpartikelsynfhese in das Polymerpartikel eingebaut imd 
kann spater im tierischen Korp^ uber Diffusion durch die Partikehnatrix oder durch Abbau des 
Polymerpartikels fireigesetzt werden. Letztgenannte Variante hat bei den durch das erfindungsg^naQe 
Verfahren hergestellten Polymerpartikeln dsa weiteren Vorteil, dass die Geschwindigkeit des 
biologischen Abbaus der Polymerpartikel durch die oben beschriebene Steuerung der Zusanmiensetzung 
des Polymerkmis reguliert werden kann. Dadim^h ist eine kontinuierliche Freisetzung des Wirkstoffes 
uber einen bestimmten Zeitraum mSgUch. 

Neben dem Einbau von Wirkstoffen in das wachsende Polymerpartikel, erfolgt die FunktionaUsierung, 
wie beim in vivo Verfahren, dadurch, dass man mindestens eines der in die fur die 
Polymerpartikelbildung geeigneten Losung eingebrachten Proteine so auswahlt, dass das mindestms eine 
eingebrachte Protein eine Polymerpartikelbindedomane und zumindest eine BindedomSne um&sst, wobei 
die zunoindest eine Bindedomane eine biologisch aktive Substanz und/oder ein Kopplungsreagenz binden 
kann. Die hier verwendeten Proteine fur die Bildxmg der Polymerpartikel im in vitro Verfehren kann man 
ans dem weiter oben beschriebenen in vivo Verfahren gewinnen und sie weisen dann, je nach Art ihrer 
oben beschriebenen Herstellungsart, die entsprechenden Eigenschaften auf. Sie werden dann in die fiir die 
Polymerpartikelbildung geeigneten Losung gegeben und sind dort an der Bildung der Polymerpartikel 
beteiligt. Wie im in vivo Verfehren kam man die so hergestellten Polymerpartikel auch nach ihrer 
Herstellung noch durch nachtragUche Modifikation mit den bereits weiter oben beschriebenen 
Kopplungsreagenzien modifizieren oder durch Zugabe von biologisch aktiven Substanzen, die an die 
Bindedomane der Proteine binden, die auf der Oberfiache der Polymerpartikel gebunden worden sind. 



wo 2004/020623 



13 



PCT/DE2003/002799 



Die BdSndung umf asst des weiteren ein Polymerpartikel mit definierter Grofie, mit einer 
Oberflachenschicht aus amphiphilen Molekulen, in die mindestens ein Protein, das aus der Gruppe 
ansgewahlt wird, die eine Polymer-Depolymerase, einen Polytner-Regtdator, eine Polymer-Synthase und 
ein die PartikelgroBe beeinflussendes Protein mnfiisst, wobei das mindestens eine Protein eine 
Polymerpartikelbindedomane und eine Bindedomane, die eine biologisch aktive Substanz und/oder ein 
Kopplungsreagenz binden icam^ umfesst und das in einer bevorzugten Ausfuhrungsform nach dem oben 
beschriebenen Verfahren hergestellt wird. 

Aufgrund seiner vorteilhaften Eigenschaflen eignen sich die Polymerpartikel der vorliegenden Erfindung 
besonders fur die Herstellung eines Arzneimittels, eines Pestizids oder eines Herbizids, wobei das 
Arzneimittel bevorzugt fur die Behandlung von Brkrankungen des zentralen Nervensystems geeignet ist 
Durch die durch das vorliegende Ver&hren beschriebenen Modifikationsmoglicbkeiten der 
Polymerpartikel werden die Voraussetzungen fur die Uberwindung der BHS gegeben. 

Die KontroUe der PartikelgroBe, die Steuerung der Zusammensetzung der Huihnembran und 
insbesondere auch die Funktionalisierung der Paxtikeloberflache, machen diese biologisch abbaubaren 
Polymerpartikel zu einem geeigneten Transportvehikel fur biologisch aktive Substanzen aller Art und 
etmoglichen auBerdem auch den zielgerichteten Transport der Polymerpartikel an ihren Wirkort. Die 
Miiltifunktionalisierung erlaubt zum Beispiel sowohl das gleichzeitige Anbinden von mindestens einer 
pharmazeutischen aktiven Substanz an die Partikeloberflache als auch eines Antikorpers, der aufgrund 
seiaer Bindungsspezifitat eine genaue Ansteuerung des Zielortes ermogiicht. Diese und weitere Vorteile 
werden anhand der folgenden Ausfuhrungsbeispiele naher dargestellt. 

Beschreibung der Figuren 

Abbildung 1 stellt eine schematische Ubersicht eines in vivo hergestellten biologisch abbaubaren 
Polymerpartikels imd der Proteine und Lipide dar, die an die Oberflache gebunden sind. 
Dabei beziehen sich die Abkurzungen auf die folgenden Proteine: 
A: Polymer-Depolymerase 

B: Phasin (Name des codierenden Gens bei R eutropha: phaP, bei P. oleovorans: phaF) 
C: Polymer-Synthase 
D: Phospholipid 

E: Polymer-Regulatoren (z.B. der Phasin-Repressor (PhaR aus R, eutropha) 

Abbildung 2 stellt exenqplarisch die Syndiese eines der moglichen biologisch abbaubaren Polymere in 
R eutropJm dar. Das einfach Polyhydroxyalkanoat Polyhydroxybuttersaure (PHB) wird ausgehend vom 
Substrat Acetyl-CoA in einem dreistufigen Prozess hergestellt. Die sich wiederholende C4-Einheit in 
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PHB ist die B-Hydroxybuttersaure. Der letzte Schritt der Synthese fUhrt zur BUdung des 
Polymerpartikels, auf deren Oberflache die Polymer-Synthase gebxinden ist. 

Abbildung 3 und 4 stellen die Ergebnisse aus den in vivo E^erimenten dar. Abbildung 3 beschreibt dabei 
das Verhaltea des Polymerpartikeldurchmessers bei verstSrkter Phasine^qpression (Erhohung der 
Induktonnenge in der Losung), wahrend Abbildung 4 das Verhalten der Polymeipartikelanzahl in der 
Zelle bei verstarkter Phasinexpression (Erhohung der Induktonnenge in der Losung) darstellt. 

Abbildung 5 und 6 stellen die Ergebnisse der in vitro Experimente dar. Abbildung 5 beschreibt den 
EinfluB des Mengenverhaltnisses von Phasin zur Polymer-Synthase auf den Polymerpartikeldurchmesser, 
wahrend in Abbildung 6 der Einfluss des Verhaltnisses von Substrat zur Polymer-Synthase auf den 
Polymerpartikeldurchmesser dargestellt wird. 

Abbildung 7 stellt den Vektor pBBad22K (Sukchawalit, R. et al., FEMS Microbiol Lett. 1999, 
Vol.l81(2), S.217-223) dar, der als Ausgangsplasmid zur Konstruktion der Plasmide pBBad-P (tragt das 
Gen phaP aus R eutropha) und pBBad-F (tragt das Gen phaF aus P. oleovorans) verweadet wird. 

Abbildung 8 stellt den Vektor pBBad-P dar, der das Gen phaP fiir die Ejqpression des die PartikelgroBe- 
bestimmenden Proteins Phasin aus R. eutropha tragt. 

Abbildung 9 stellt das die Polymer(Polyhydroxybuttersaure)-Speicherung vermittelnde Plasmid pBHR68 
(Spiekermann, P. et al.. Arch. Microbiol. 1999, Vol.171, S.73-80) dar, dass die Gene phBRc, phbARe und 
phbCRe aus Ralstonia eutropha tragt, die das Biosyntheseoperon fur die E7q)ression der phaA-Thiolase, 
phaB-Ketoacyl-Reduktase \md der phaC-Synthase bilden. 

Abbildimg 10 stellt das die Polymer(Polyhydroxyalkanoate)-Speicherung vermittelnde Plasmid pBHR71 
(Langenbach, S. et al., FEMS Microbiol. Lett. 1997,.yol.l50, 8,303-309) dar, welches das GenphaCl fiSr 
die Expression der Polymer-Synthase tragt. 

Abbildung 1 1 stellt den Vektor pBBad-F dar, der das Gen phaF fiir die Egression des die PartikelgroBe- 
bestimmenden Phasin-ahnlichen Proteins aus P. oleovorans tragt. 

Abbildung 12 stellt den Vektor pBHR71-Cys dar, der ausgehend von dem Plasmid pBHR71 aus 
Abbildung 10 konstruiert worden ist. Das GenphaCl, dass fur die Polymer-Synthase codiert, tragt in 
dieser Konstruktion zwei Cystein-Reste am N-Tenninus, um die direkte Anbindung von biologisch 
aktiver Substanzen oder die Anbindung von biologisch aktiven Substanzen uber Kopplungsreagenzien, zu 
ermSglichen. 
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Abbildiuag 1 3 stellte den Vektor pBHR71-FLAG dar, der ebenfells ausgehend von dem Plasmid pBHR71 
aus Abbildung 10 konstruiert worden ist. Das Gen phaCl, dass fur die Polymer-Synthase codiert, tragt in 
dieser Konstrukdon zwei FLAG-Epitope aniN-Terminus. Dies ermoglicbt sowohl in vivo den Einbau von 
Gensequenzen fur Funktionsproteine uber die Spel-Schnittstelle innerhalb der FLAG Gensequenz als 
auch die Anbindung von Kopplxmgsreagenzien und/oder biologisch aktiven Substanzen in vitro an die 
b^eits exprimierte Polymer-Synthase. Die verwendeten biologisch aktiven Substanzen, die direkt oder 
uber Kopplungsreagenzien gebunden sind, vennitteln die Bindung am Zielort (z.B. Zellob^ache) oder 
eine biologische Aktivitat, insbesondere eine enzymatische Aktivitat. 

Beispiel 1 : Kontrolle der GroBe der in vivo hergestellten biologisch abbaubaren Polymerpartikel 
Beispiel 1 .1 : Herstellung von Polvm erpartikeln in R. eutropha 

Fur die Herstellung der biologisch abbaubaren Polymerpartikel wird eine ,Jcnock-ouf^ Mutante von 
Ralstonia eutropha (fiiShsr Alcaligenes eutrophus) York et al. (York, GM. et al. J. Bacteriol. 2001, 
VoL183, S.4217-4226) verwendet, die beziiglich des Gens, dass fur die Expression des 
Oberflachenproteins auf den Polymerpartikehi Phasin codiert, einen defekt aufweist (phaP(-)), wodurch 
der Qrganismus nicht mehr in der Lage ist, dass durch das phaP-Gen codierte Phasin zu exprimi^en. Des - 
Weiteren konnen zur Herstelltmg der biologisch abbaubaren Polymerpartikel auch Mikroorganismen 
eingesetzt werden, welche dieses Gen und die weiteren fiir die Biosynthese von Polymerpartikebi 
erforderUchen Gene nicht enthalten. Bei^iele fur solche Mikroorganismen waren Escherichia coli, imd 
Halobiforma haloterrestris. In einem Ausfuhrungsbeispiel wird Escherichia coli (siehe Beispiel 2), das 
naturgCTiaB nicht in der Lage ist, die bereits zuvor beschriebenen biologisch abbaubaren Polymerpartikel 
herzustellen, verwendet. 

Die zuletzt genannten Mikroorganismen werden dann mit einem Vektor transformiert, der im Falle von 
R. eutropha das phaP-Gen, das fur Phasin codiert und die Promotorsequenz enthalt. Dieses Gen wird von 
einem induzierbaren Promoter, vorzugsweise einem bad-Promotor kontrolliert, der durch Arabinose 
induzi^ wird. 

Klonierungsschritte 

Fur die Klonierung wird die fur phaP codierende DNA-Sequenz aus IL eutropha verwendet, die in der 
„GenBank*' Datenbank mit der Nummer AF079155 gefuhrt wird (Hanley, et al., FEES Letters 1999, 
VoL447, S,99-105). Diese wird in die NcoJ/BamHI Schnittstelle des Vektors pBBad22K (Sukchawalit, R. 
et al., FEMS Microbiol Lett. 1999, Vol.1 81(2), S.217-223, s.a. Abb. 7) eingefugt, der einen induzierbaren 
Promotor (Pbad) enthalt. Fiir die Klonierung werden die entsprechraden Restriktionsschnittstellen Ncol 
und BamHI durch PCR-Mutagenese mittels d^ Primer S'-aaaggccccatggtcctcaccccggaaca-3' (SEQ ID 
Nr.l, Ncol-Schnittstelle fettgedrackt) und 5'-aaaggccggatcctcagggcactaccttcatcg-3' (SEQ ID Nr.2, 
BamHI-Schnittstelle fettgedruckt) in die fiir Phasin codierende Sequenz eingeffigt. Das dadurch 
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enstehende DNA-Fragment der SEQ ID Nr.3 wird mit den Restriktionsenzymen Ncol und BamHI 
hydrolysiert und in den ebenso hydrolysierten Vektor pBBad22K (Abb. 7) ligiert. Das mm die 
Nuldeotidsequenz fur das Protein Phasin enthaltende Plasmid wird im Folgenden als pBBad-P bezeichnet 
(Abb. 8). Dieses Plasmid wird mittels der fur den entsprechenden Qrganismxxs im Stand der Technik 
beschriebenen Transfonnationstechniken in den Mikroorganismus ubertragen. Der Induktor des 
bad-Promotors des pBBad-P ist Arabinose, der es ermSgUcht, die Expression dieses Gens in den 
verwendeten Mikrooiganismm quantitativ zu kontroliieren. Uber diese Steuerungsmoglichkeit wird die 
Expression des Phasin-Gens kontrolliert und fiber die Menge des vorhandenen Phasins in der Zelle 
letztendlich die Grofie der Polymerpartikel. 

Beispiel 1 .2: Erzeuping von Mikroorganismen fur die Herstellung von Polvm erpartikeln, die 
ursprOnglich nicht zur Bildung von Polymerpartikeln befihigt waren 

Bei Mikroorganismen, die ursprOnglich nicht in der Lage waren Polymerpartikel dieses Typs zu erzeugen, 
enthalt ein zusatdicher oder der gleiche Vektor weitere Gene, die an der Bildung der Polymerpartikel 
beteiUgt sind. Die Anzahl und Art der erforderUchen Gene, die fur die Herstellung der Polymerpartikel in 
einem mikrobiellen Organismus eingebracht werden miissra, bestimm^ sich nach der Grundausstattung 
des verw^detm Organismus. Im einfachsten Fall, z.B. bei E. colU ist mindestens eine Thiolase, eine 
Reduktase und eine Polymer-Synthase notwendig, um Polymerpartikel auf dem in Abbildung 2 
dargestellten Weg herzustellen. WCTden Organismen verwendet, die spezifische Mutationen aufweis^ 
wie zum Beispiel der E, coli Stamm aus Beispiel 4, reichen auch weniger als die oben genannten Gene 
aus, um die Herstellung der Polymerpartikel zu ermoglicherL Das gleiche gilt, wenn dem Organismus 
bereits bestimmte Vorstufensvibstrate aus dem PolymersynthesestofEwechsel zur Verfugung gestellt 
werden. 

Falls ein weiteres Plasmid verwendet wird um die fur die Bildung der Polymerpartikel notwendigen Gene 
in die Zelle einzubringen, eignet sich besonders das Plasmid pBHR68 (Abb. 9), welches das 5.2 kb 
Smal/EcoRI Fragment aus der chromosomalen DNA aus R, eutropha enthalt- Dieses Plasmid enthalt das 
Biosyntheseop^on zur Herstellung der biologisch abbaubaren Polymerpartikel aus It eutropha 
(Spiekennann, P. et al., Arch. Microbiol. 1999, Vol.171, S.73-80). 

Beispiel 1 .3: Kontrolle der Partikel|Ba:5Be fiber den pBBad-P Vektor 

Die so modifizierten Mikroorganismen werden bei 30®C in Luria Broth-Medium inkubiert. Die Induktion 
des Promoters mit Arabinose erfolgt in der spMogarithmischen Wachstum^hase. 24 h nach der 
Inkubation wird die PartikelgroBe in den Zellen bestimmt. Dazu werden die Zellen durch Zentrifiigation 
vomNahrmedium abgetrennt imd aufgeschlossen. Danach erfolgt die mikroskopische Bestimmung der 
Polymerpartikelgrofie mit Hilfe der Tuimelelektronemnikroskopie in Kombination mit einer analytischen 
Gelfiltrationschromatographie. Zur Bestimmung der Polymeipartikelanzahl werden die intakten Zellen 
nut einem Lichtmikroskop untersucht und die Anzahl der Polymerpartikel/Zelle ausgezahlt. 
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Wie die Ergebnisse zeigen, ist es dtirch die ExpressionskontroUe moglich, sowohl die Durchschnittsgrdfie 
der gebildeten Polymerpartikel (siehe Abb. 3) als auch ihre durcbschmttliche Anzahl (siehe Abb. 4) in 
d^ einzelnen Zellen zu steuem. Dutch kontroUierte ErhShung der Kopienzahl von Phasin wird eine 
Abnahme des durchscbnitilichen Polymeipartikeldurchmessers bei gleichzeitiger Zunahme der 
durchschnittlichen Anzahl der Polymerpartikel erreicht. So kann die Ausbeute der Polymerpartikel mit 
dem gewtinschten Durchmesser deutlich erhoht werden. Dies ermoglicht eine schnellere und 
kostengunstigere Herstellung der Polymexpartikel. 

Beispiel 1.3: Kontrolle der Partikelgrofle uber die Veilugbarkeit der Substrate 
Ein weiterer Mechanismus zur Steuerung der Grofie der Polymerpartikel ist die Regulation der 
Verfugbarkeit der Substrate oder der Polymer-Synthase, die fur die Synthese der Polymerpartikel benotigt 
werden. Die Verfugbarkeit der Polymer-Synthase kann mittels Antisens^-Technologie, durch genetische 
Regulation oder durch die Verfugbarkeit der Substrate, die fur die Bildung der Polymer-Synthase 
notwendig sind, im Nahnnedium gesteuert w^den. 

Als Beispiel fur eine Regulation der Partikelgrdfie durch die Verfugbarkeit eines Substrates im 
Nahrmedium dient ein Experiment, bei dem die Konzentration der vorhandenen Kohlenstoffquelle 
verringert wird, um so den Durchmesser der gebildeten Polymerpartikel zu steuem. Dazu wird ein E. coli 
Stamm, der das bereits zavor genannte Plasmid pBHR68 (Abb. 9) mit dem Biosyntheseoperon zur 
Herstellung der biologisch abbaubaren Polymerpartikel aus IL eutropha enthalt (Abb. 8), in M9-Medium 
mit 1.5 (w/v) Glucose bei 30^C herangezogen. Zu Bpginn der stationaren Wachstumsphase wird durch 
Zugabe von M9-Medium ohne Glucose die Konzentration der KohlenstofiTquelle auf 1/SO seines 
ursprunglichen Wertes verringert und die Mikroorganismen werden bei ansonsten gleichbleibenden 
Wachstumsbedingungen fur weitere 20 h inkubiert. Nach Bemdigung des Versuches enthalten die 
Mikroorganismen Polymerpartikel mit einem Durchmesser von durchschnittlich 130 nm. 

Beispiel 2 : Beeinflu ssung der Zusammensetzung der in vivo hergesteUten Polymerpartikel 
Um die Zusammensetzung des biologisch abbaubaren Polym^artikels zu verandem, konnen neben dem 
fiir phaP-codierendem Gen weitere Gene, die fur Enzyme codieren, die Substrate fiir die Synthase 
bereitstellen, insbesondere Thiolasen oder weitere Polymer-Synthasen, in die Zelle eingebracht werden. 
Dadurch ist die Zelle in der Lage, bei der Bildung der Polymerpartikel eine Reihe von unterschiedlichen 
Monomeren in die wachseude Polymerkette einzubauen und so Polymerpartikel herzustellen, dessen Kem 
aus imterschiedlich zusammengesetzten Polymeren besteht. 

Als Beispiele seien hier verschiedene Polymer-Synthasen aufgezeigt, die aufgrund ihrer Substratspezifitat 
sowohl im in vivo als auch im in vitro Verfahren unterschiedlich 3-Hydroxyfettsauren (C4-C16) in die 
wachsende Polymerkette einbauen. Dabei komim zum Beispiel die Polymer-Synthase aus R. eutropha^ 
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die biologisch abbaubare Polymerketten aus C4 Fettsaxir^i herstellt (C4), Polymer-Synthasen aus 
Aeromonas punctata (C4 und C6), Thiocapsa pfennigii (C4 und C8) und P. aeruginosa (C6 bis C14) 
verwendet werden. Auch das gleichzeitige Einbringen mehrerer Polymer-Synthasen in die Zelle, ^laubt 
es Polymerpartikel mit unterschiedlichsten Eigenschaften herzustellen. In einem weiterfubjraiden Ansatz 
konnen durch ZufeUsmutagenese (in vitro evolution) auch neue Polymer-Synthasen mit veranderter 
Substratspezdfitat gewonnen werden. 

Die Zusammensetzung der sich bildenden Polymerpartikel lasst sich auch noch auf anderem Wege 
beeinflussen. Die Bereitstellung von unterschiedlichen Kohlenstoffquellen, Vorstufen v^schiedener 
Kohlenstoffquellen und Ihtennediaten des Stoffwechselweges, die zur Bildung d^ Polymeipartikel fuhrt, 
haben ebenfeUs Einfluss auf die Art des sich bildenden Polymers. Des Weiteren konnen die an der 
Bildung der Polymerpartikel beteiligten StofEwechselwege durch hihibitpren, Verwendung von Knock- 
out Mutanten der betreffenden StofEwechselwege und der Expression von Enzymen, welche im 
Stoffwechselweg zur Bildung anderer Zwischen- oder Endprodukte fuhren, gesteuert werden. 

Fiir die Beeinflussung des Fettsaurestoffwechsels werden die folgenden Enzyme eingesetzt, welche die 
Eigenschaft haben, die Zwischmprodukte des Fettsaurestoffwechsels zu modifizieren und so 
untCTSchiedliche Produkte, z,B. Fettsauren mit unterschiedlichen Seitenketten, fiir die Bildung der 
Polymerpartikel zur VerjRigung zu stellen: (R)-spezifische Enoyl-CoA Hydratasen, Transacylasen und 
Ketoacyl-CoA/ACP Reduktasen. Diese Enzyme haben eine unterschiedliche Spezifitat im Bezug auf die 
Kettenlange des fur die Polymer-Synthase bereitgestellten Substrates ^)-Hydroxyacyl-CoA. Dadurch 
entstehen Bausteine im Polymer mit verschiedenen Seitenkettenlangen und somit Polymere 
unterschiedlicher ZusammensetzungeiL 

Die Beeinflussimg des Stofiwechselweges kann aber nicht nur uber das Einbringen von zusatzUchen 
Enzymen in die Zelle erfolgen sondem auch uber den Zusatz von Inhibitoren des Stoffwechselweges zum 
Medium. Beispiele far solche Inhibitoren sind die Aciylsaure und Triclosan (Synonyme: TCC oder 5- 
Chlor-2-(2,4-dichloiphenoxy)-phenol), um nur einige zu nomen. 

Beisniel 3: In vivo Herstellung von biologisch abbaubaren Polvmerpartikeln aus rRV3- 
Hvdroxvbuttersaure mit hoch kristallinem Kem 

Fur dieses Experiment wurde ein E. coli Stamm verwendet, der das bereits im Beispiel 1 genannte 
Plasmid pBBad-P und das Plasmid pBHR68 enthalt. Die Kultivierung erfolgte unter den in Beispiel 1 
genaimten Bedingungen mit Glucose als Kohlenstoffquelle. Die gebildeten Polymerpartikel bestehen aus 
(R)-3-Hydroxybuttersaure und haben einen Durchmesser von 50 bis 500 nm, je nachdem wie viel 
Induktor (Arabinose) dem Medium zugegeben wird. Die Durchschnittliche GrolJe der so gebildeten 
Polymerpartikel schwankt dabei nur um etwa 20 bis 50 nm. Als Verdeutlichung der 
Kontrolleigenschaften, die durch das uber das pBBad-P Plasmid eingefuhrte Phasin erzieh werden, wild 
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das E3q)eriment mit dem obea genarniten E. coli Staimn ohne das pBBad-P Plasmid wiederholt. Hierbei 
werden Polymeipartikel mit einem Durchmesser von 150 - 250 nm erhalten. Die Steuerung der 
Partikelgrofie fiber das Phasin ermoglicht im Vergleich zum Kontrolle>q)eriment die Herstellung viel 
grofierer aber vor allem auch viel Meinerer Polymeipartikel. 

Bine weitere Frakdonierung der Polymeipartikel nach ihrer GroBe kaim anschliefiend durch im Stand der 
Technikbekannte Verfahren, wie zJB. der AusschluBchromatographie, der 

Dichtegradientenzentrifogation, oder der Ultrafiltration in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.5) erfolgen. 

Beispiel 4: In vivo Herstellung von bio l ogisch abbaubaren Polvmerpartikeln aus fRV3-HvdrQXvfettsauren 
mi^ Titedrig kristallinem Kern 

In diesem E:q)eriment werden biologisch abbaubare elastomere Polymerpartikel in E. coli hergestellt, 
deren Kerne aus (R)-3-Hydroxyfettsauren bestehen. Die Polymerketten sind im Durchschnitt aus 6 bis 14 
Kohlenstoffatomen aufgebaut. Dies wird durch die regulierte Expression des phaF-Gens aus 
P. oleovorans in E. coli erreicht, dass dem fur Phasin codierendem Gen phaP aus H eutropha sehr ahnlich 
ist und dem Gen fur die Polymer-Synthase aus P. aeruginosa (phaC). hi diesem Beispiel wird das 
Expressionsprodukt des Gens phaF zur Kontrolle der Partikelgrofie eingesetzt. Die Polymeipartikel 
komien in E. co/i-Zellen mit veiandertem FettsauremetaboUsmus alleine durch die Polymer-Synthase 
(phaC) der Pseudomonaden hei^estellt werden (Langenbach, S. et al., FBMS Microbiol. Lett. 1997, 
Vol.150, S.303-309). Der Fettsauremetabolismus ist so verandert, dass bei Verwendung vonFettsauren 
als Kohlenstoflfquelle CoA-aktivierte Intermediate (z.B. Enoyl-CoA) der Fettsaure-B-Oxidation 
akkumuliCTt werden, die wiederum als Vorstufen der Polymersynthese dienen. Dafur werden fadB- 
Mutanten von E. coli verwendet (Langenbach, S. et al., FEMS Microbiol. Lett 1997, Vol.150, S.303- 
309) Oder es werden Inhibitoren eingesetzt, welche den Fettsauremetabolismus mtsprechend inhibieren 
(z.B, Acrylsaure; Qi, Q. et al., FEMS Microbiol. Lett. 1998, Vol.167, S.89-94). Die ansonsten benotigte 
Ketoacyl-Reduktase und die Thiolase sind bei Vowendung der Mutanten oder inhibierten 
Mikroorganismen nicht mehr erforderlich. E. coli eigene Enoyl-CoA-Hydratasen katalysieren dann die 
Bildung von R-3-Hydroxyacyl-CoA aus Bioyl-CoA. Dies wird dann von der Polymer-Synthase in 
Poly(R)-3-Hydroxyfettsaure umgewandelt, welches den Polymerkem des sich bildenden Polymetpartikels 
bildet. 

Klonierung 

Das phaF-Gen vonP. oleovorans^ dass bereits vonPrieto et al. (Prieto, M.A. et al., J. Bacteriol. 1999, 
Vol.l81(3), S,858-868) beschrieben woiden ist und in der „GenBank'* Datenbank mit der Nummer 
AJ010393 gefuhrt wird, wird fiber den Vektor pBBad-F (Abb. 1 1) in J?, coli transformiert. Dieser Vektor 
wild ausgehend vom Vektor pBBad22K eilialten (Abb. 7). Die einzelnen Klonierungsschritte entsprechen 
dabei den im Beispiel 1 beschriebenen. Das phaF-Gen wird in die NcoI/BamHI Schnittstelle des Vektors 
pBBad22K kloniert. Die Primer, die zur PCR-Mutagenese des oben genaimten phaF-Gens verwendet 
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werden, haben die folgenden Sequenzen: 5'-aaagggCcatggctggcaagaagaattccgagaa-3' (SEQ ID Nr. 4, 
Ncol-Schnittstelle fettgedruckt) imd 5'-aaagggggatcctcagatcagggtaccggtgcctgtctg-3' (SEQ ID Nr. 5, 
BamHI-Schnittstelle fettgedruckt). Das dadurch entstehende DNA-Fragment der SEQ ID Nr. 6 wird dann 
in das bereits beschriebene Plasmid pBBad22K kloniert. Das mm die Sequenz fiir phaF enthaltende 
Plasmid wird im folgenden als pBBad-F bezeichnet (Abb. 11). Zusatzlich zu diesem Plasmid wird auch 
das die Nukleotidsequenz for die Polymer-Synthase enthaltende Plasmid pBHR71 (Abb. 10; Langenbach, 
S. et al., FEMS Microbiol. Lett. 1997, Vol.150, S.303-309) inE. coli transformiert, 

Als Kohlenstoffquelle far die anschlieBende Expression, wird die Fettsaure Decansaure verwendet. Die 
Expression des Phasin phaF-Gens wird ebenfaUs iiber den Ihduktor Arabinose kontroUiert. Der Versuch 
wird dabei, wie bereits in Beispiel 1 beschrieben, durchgeffihrt. Die so gebildeten Polymerpartikel haben 
je nach Menge des zuvor eingesetzten Induktors einen Durchmesser von 100-500 nm. 

Beispiel 4: KontroUe der GroBe von in vitro hergestellten biologisch abbaubaren Polymerpartikel 
Die Kontrolle der GroBe der gebildeten biologisch abbaubaren Polymerpartikel wird auch bei der in vitro 
Herstellung durch die Verfiigbarkeit der Polymer-Synthase, von Phasin oder Phasin-ahnlicher Proteine 
und die Verfugbarkeit der Substrate xmd StoSwechselintermediate bestimmt. 

Fiir den in vitro Ansatz zur Herstellung der biologisch abbaubaren Polymerpartikel, miissen zuerst die 
notwendigen Enzyme und Substrate zur Verfagung gestellt werden. Fur diesen Versuch wird die 
rekombinante Polymer-Synthase aus R. eutropha oder P. aeruginosa verwendet (Gemgross, T.U. und 
Martin, D.P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, VoL92, S.6279-6283; Qi, Q. et al., AppL Microbiol. 
BiotechnoL 2000, Vol. 54, S.37-43), die mittels AfBnitatschromatographie (mit His-Tag-Fusion oder 
Ni^^-NTA-Agarose) gereinigt werdeo. Analog dazu werden fur die Kontrolle der Partikelgrofie jeweils 
die PolymerpartikelgroBe-bestimmenden Proteine aus R. eutropha bzw. P. aeruginosa aufgereinigt. Zur 
Expression dieses Proteins in K eutropha wird der Vektor verwendet, der bereits im Beispiel 1 zur 
Expression des Phasin-Gens verwendet worden ist. Der Reaktionsansatz zur in vitro Herstellung der 
biologisch abbaubaren Polymerpartikel enthalt neben der Polymer-Synthase und dem 
PolymerpartikelgroBe-bestinimenden Protein Phasin weiterhin: R-3-Hydroxybutyryl-CoA oder 
R-3-Hydroxydecanoyl-CoA als Substrat fiir die Synthese der Polymerpartikel, 50 mM Phosphat-Puffer 
(pH 7.5), 1 mM MgCla und zur Stabilisierung 5% Glycerol (v/v). Aufgrund der Verwendung von 
R-3-Hydroxybutyryl-CoA oder R-3-Hydroxydecanoyl-CoA als Vorstufenprodukte fur die Polymer- 
Synthase ist der Einsatz der Thiolase und der Reduktase nicht erforderlich (s.a. Abb. 2). 

Die Ergebnisse der Abb. 5 steilen den Einfiuss des Mengenverhaltnisses von Phasin zur Polymer- 
Synthase auf den Polymerpartikeldurchmesser dar, wahrend Abb. 6 den Einfiuss des Verhaltnisses von 
Substrat zur Polymer-Synthase auf den Polymerpartikeldurchmesser darstellt. Diese Ergebnisse zeigen 
auch, dass sich die Regulation der PolymerpartikelgroBe uber die Menge der vorhandenen Polymer- 
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Synthase regulieren lasst. Somit kaim ub^ das erfindungsgemaBe Verfahren eine effekdve Regulation der 
Partikelgrdfie erzielt werden. 

Peispiel 5- Remnfl^issung der Z ngatntne osetzung der in vitro gebildeten Polvmerpartikel 
Beispiel 5.1: Beeinflussung der Polvyripr7iigflmTTfien.QeteiiTipr 

Um die Zusanunensetzung des biologisch abbaubaren Polymerpartikels zu verandem, konnen dem 
Reaktionsansatz verschiedene Substrate zugegeben werden und/oder jeweils verschiedene Polymer- 
Synthasen mit unterschiedlichem Substrat^ektrum verwendet werden (s.a. Beispiel 2). Dadurch werden 
bei der BUdimg der Polymetpartikel eine Reihe von unterschiedlichen Monomeren in die wachsende 
Polymerkette eingebaut imd es werden Polymerpartikel mit unterschiedUcher Polymerzusammensetzung 
hergestellt. Durch die Verwendung der Polymer-Synthase aus P. aeruginosa werden 
R-3-HydrDxyfettsaure-Bausteine mit 6-14 C-Atomen in die wachsende Polymerkette eingebaut. 
Wird zB- nur ein Substrat angeboten, so werden bei Verwendung da: Polymer-Synthase aus P. 
aeruginosa homopolymere Polymerpartikel gewomen. 

Weitere Beispiele, wie die Zusanunensetzung der Polymerpartikel v^^ndert werden kann, finden sich in 
Beispiel 2. 

Beispiel 5 -2; Beeinfl ussung da r MemhranTusatnTnensetzun g der Polvmerpartikel 
Fur eine spat^e Fusion mit der Membran einer Zelle, in der zJB. ein Wirkstoff eingebracht werden soil, 
bedarf es der Mo^chkeit die Zusanunensetzung des Phospholipidschicht auf der Oberflache der 
biologisch abbaubaren Polymerpartikel zu kontrollieren. Diese Regulation erfolgt bei der in vitro 
Herstellung (Beispiel 4) der biologisch abbaubaren Polymerpartikel bereits bei der Bereitstellung der fur 
die Polymerpartikelbildung geeigneten Ldsung. Durch Zugabe eines Gemisches verschiedener anophipiler 
Molekule, kann die Membran den entsprechenden Erfordemissm angepasst werden. 

Zum in vitro Reaktionsansatz werden Phospholipide hinzugegeben. Eine definierte Anzahl von 
Molekiilen der Polymer-Synthase sind nun an der Entstehung der Polymerpartikel beteiligt. Die 
erfindungsgemafien Polymetpartikel werden mit zunehmender Polymerisation grofier und die Polymer- 
Synthasen an der Oberflache, konnen die Oberflache der Polymerpartikel nicht mehr vollstandig 
abschiimeiL FolgUch werden hydrophobe Bereiche (Polymer) exponiert, an die sich amphiphile Molekule 
spontan anlagem. 

Bei den in vivo hergestellten Partikeln muss zunachst die bereits vorhandene Phospholipidschicht entfemt 
werden. Dafur wird eine Aceton-Extraktion durchgefuhrt oder es werden Phospholipasen oder nicht- 
denaturierenden Detergentioi verwendet, um die Phospholipidschicht zu zerstoren. Danach wird, wie 
bereits oben beschrieben, eine Mischung der entsprechenden amphiphilen Molekule zu dsn. nun nahezu 



wo 2004/020623 PCT/DE2003/002799 

22 

Lipid-fireien Polymerpardkeln gegeben. Bevorzugt werden dabei negativ geladene Phospholipide oder 
Phosphatidylcholin verwendet. In einem Ausfuhnmgsbeispiel fur die gezielte Steuerung der 
Membraiizusainmeiisetnmg werden die Polymerpartikel in 1% Octylglycosid-haltigen PBS (pH 7.S) 
suspendiert imd unter Ruhren gegen einen Oberschuss Phosphatidylcholin dialysiert. Die so erzeugte 
Partikeloberflache eignet sich besonders gut fur die Fusion mit Himkapillar-Endothelzellen (BCEC). 

Beispiel 5.3: Einbau verschiedener Substanzen in die wachsenden Polvmerpartikel 
Mit Hilfe des lipophilen Ftuoreszenzfarbstoffes Nilrot (Sigma, St. Louis, Mo. USA) bzw. Rhodamin 123 
wurde bereits die Aufiiahme von Substanzen in den K^n des biologisch abbaubaren Polymerpartikels 
qualitativuntersucht (Spiekermann, P. et al., Arch. Microbiol. 1999, Vol.171, S.73-80). Wennbei der in 
vivo Oder der in vitro Herstellung, wie oben beschrieben, der Fluoreszenzfarbstoff Nilrot ins Medium oder 
dem Reaktionsansatz gegeben wird, kann eine Farbung der hergestellten Polymerpartikel beobachtet 
werden, d Ji. die Farbung der Polymerpartikel tritt bereits wahrend ihrer Synthese und sogar vor der 
Isolation aus der Zelle ein. 

Durch Zugabe phannazeutisch aktiver Wirkstoffe konnen diese in den Polymeikem des Partikels 
eingebaut werden. Zirai Beispiel wird das urpolare anti-Tumormittel Paclitaxel bei einem in vitro 
Experiment zur Herstellung der Polymerpartikel zum Reaktionsansatz zugegeben. Das wassminlosliche 
Paclitaxel lost und konzentriert sich im hydrophoben Polymer-Kern der Polym^artikel. Paclitaxel wird . 
der Losung fur die Bildung der Polymerpartikel dabei lediglich zugesetzt, woraufhin sich der Wirkstoff in . 
den Partikeln konzentriert. Dies wird uberpnifl, indem nach der Bildung der Polymerpartikel diese aus 
dem Reaktionsansatz entfemt werden und die Losung mittels HPLC auf die Anwesenheit von PacUtaxel 
untersucht wird. Die Abnahme der Paclitaxel-Konzentration in der LSsung zeigt dabei, dass es in die 
Polymerpartikel eingebaut wordda ist. Mit dem biologischen Abbau der Polymerpartikel im Organismus 
erfolgt spater die Freisetzung des Wirksto£fs. Als Kontrollversuch dient ein Reaktionsansatz ohne 
Polymerpartikel, wobei hier die Paclitaxel-Konzentration in der fur die Polymerpartikelbildung 
geeigneten Losung nicht abgenommen hat. 

Beispiel 6: Fmiktionalisierung der Partikeloberflache 

Biologisch aktive Substanzen konnen an Proteine gebunden werden, die sich bereits auf der Oberflache 
der Polymerpartikel befinden. Dafur kommen alle in Abbildung 1 genannten Proteine in Betracht. 
Dadurch ergeben sich eine Vielzahl von „cra.s5-//w/rf/2g**-Strategien, die eine kovalente Verknupfung der 
biologisch aktiven Substanz uber Proteine, die an die Partikeloberflache gebunden sind, ermoglichen. 

Beispiel 6.1 Gezielte Mndifikatinn eines Oberfla chenproteins z ur Anbindung eines pharmazeutischen 

Wirkstoffes 

Ein Beispiel fiir die Funktionalisierung der Polymerpartikel ist die Anbindung von Hydrazon- 
gebundenem Doxorubicin QSydrazon-gebundenes Doxorubicin wurde beschrieben von King, H.D. et al.. 
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Biconjugate Chem. 1999, Vol.lO, S.279-288) an die Polymer-Synthase PhaCl aus P. aeruginosa, die auf 
der Oberflache der Polymeipartikel gebunden ist und die zwei N-tennioal eingefugte Cystein-Reste 
enft^t Diese Cystein-Reste bilden die Bindedomane der Polymer-Synthase, uber die biologisch aktive 
Substanzen gebimd^ werden kdzmen. 

Kloniening 

Die Cystein-Reste codierenden Tripletts werden mittels PCR-Mutagenese in das fur PhaCl codi^ende 
Gen kloniert, dass dann in die Xbal und BamHI Schnittstelle des in Abbildung 10 dargestellten Plasmids 
pBHR71 kloniert wird. Bei dieser PCR-Mutagenese werden auch die Schnittstellen fur Xbal und BamHI 
in das Gen eingefugt. Die Primer, die zur PCR-Mutagenese des fur PhaCl codierende Gens verwendet 
werden, haben die folgenden Sequenzen: Prima: fur den N-TOTninus 

5*-gggctctagaaataaggagatatacatatgJgttgtaagaacaataacgagctt-3' (SEQ ID Nr.7, Xbal-Schnittstelle 
fettgedruckt, Cys-Tripletts unterstrichen) und Primer fiir den C-Terminus 

5'-aaacgcggatccttttcatcgttcatgca-3' (SEQ ID Nr.8, BamHI-Schnittstelle fettgedruckt). Das dadurch 
entstehende DNA-Fragment der SEQ ID Nr. 9 wird dann mit Xbal \md BamHI hydrolysiert imd in das 
analog hydrolysierte Plasmids pBHR71 ligiert. Das daraus resultierende Plasmid, genannt pBHR71-Cys 
(Abb. 12), wird mittels bekannter Techniken in E, coli transformiert, wo es dann die Bildvmg von 
Polymerpartikeln ermoglicht, die auf ihrer Oberflache eiae Polymer-Synthase tragen, die zwei Cystein- 
Reste fiir die Anbindung von diversen Substanzen, insbesondere phamiazeutischen Substanzen tragt. 

Beispiel 6.1.1 Anbindung von Doxorubicin fSvn.: Hvdroxvl daunombicin> 

Uber diese Oberflachen-exponierten Cysteia-Reste kann nim ein Hydrazon-vermitteltes ^^cross-linkin^*' 
erfolgen. Dazu wird wie folgt vorgegangen: 100 mg des isolierten Polymeipartikels (Gesamtvolumen 1 
ml) auf dem die Polymer-Synthase gebunden ist, werden mit Helium-begastem PBS (pH 7.5) und S mM 
Dithiothreitol (DTT) fiir 3 h bei 37^C inkubiert. Durch diese Behandlimg werden die Disulfidbrucken in 
der Polymer-Synthase reduziert. Danach werden durch eine 30 min Zentrifiigation bei 4°C und 40.000 x g 
die niedermolekularen Verbindungen entfemt. Daim werden die reduzierten Polymerpartikel mit 1 ml 
PBS-Puffer (pH 7.S), der 10 ^mol des Hydrazon-gebundenen Doxorabicin enthalt, suspendiert und fur 30 
min bei 4^C inkubiert. Danach findet eine emeute Zentrifiigation unter den oben genannten Bedingungen 
statt, um die behandelten Polymerpartikel zu waschen. Durch eiae anschliefieade HPLC wird 
imgebundenes Doxombicin nachgewiesen und durch die verringerte Konzentration somit die erfolgreiche 
Anbindung an die Polymer-Synthase iibeipriift. 

Beispiel 6,2 Anbindung von biologisch aktiven Su bRtan7:ftn , insbesondere pharma y^ntisc^ en Wirkstoffen 
an die Bindedomane der Polymerpartikel 

Wirkstoffe kdmien ebenso an die Polymerpartikel gebunden werden, indem sie uber die Bindedomane an 
die auf der Oberflache der Polymerpartikel gebundenen Proteine gebunden werd^ Dazu muss erst 
eimnal eine Bindedomane geschaffim werden. Die Bindung von biologisch aktiven Substanzen wird 
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durch genetische Modifikation der auf der Oberflache gebxindeaen Proteine der Polymerpartikel (wie z.B. 
Polym«:-DepolymCTase, Phasin oder Phasin-ahnliche Proteine, Polymer-Synthase, Polymer-Regulator) 
erreicht, so dass diese Proteine eine nach auBen gerichtete Bindedomane ausbilden, uber die ein 
Kopplungsreagenz oder eine biologisch aktive Substanz gebunden werden kann. Bei der Fusion der oben 
genaimten Oberflachenproteine der Polymerpartikel mit einem Protein, das die Anbindung eines 
Kopplungsreagenzes oder einer biologisch aktivm Substanz direkt ermoglicht, ist bei diesem Verfahren 
darauf zu achten, dass nach der Fusion mit dem Oberflachenprotein des Polymeipartikels die 
Funktionalitat sowohl des Oberflachenproteins als auch des fusionierten Proteins voll eriialten bleiben 
muss. 

In einem Ausfuhrungsbeispiel wird ein Polymerpartikel mit zwei FLAG-Epitope direkt an den N- 
Terminus der Polymer-Synthase PhaCl aus P. aeruginosa fiisioniert. Die FLAG-Bpitope omoglichen die 
Biadung von kommerziellen anti-FLAG mAbs (monoldonale Antikdrper) (Anti-FLAG M2, Sigma- 
Aldrich) und anschliefirad von Enzymmarkem, welche die erfolgreiche Durchfuhrung des Verfahrens 
belegen sollen. In diesem Beispiel w^en sekundaren Antikdrper-alkalische Phosphatase Konjugate 
(Anti-Mouse-Alkalische Phosphatase, Sigma-Aldrich) als Enzymmarker verwendet. Die Aktivitat der 
alkalischen Phosphatase an der Oberflache der Polymopartikel wird anschliefiend photometrisch 
bestimmt. 



Beispiel 6.2.1 Herstellimg eines Polymerpartikels mit einem FLAG-PhaCl-Fusionsprotein 
Fur die Herstellimg des FLAG-Polymer-Synthase-Fusionsproteins werden die folgenden Oiigonukleotide 
verwendet: 5 '-tatgactag tgattataaagatgatgatgataaac a-3 ' und 5 *-t atgtttatcatcatcatctttataatc actagtca-3 ' 
(SEQ ID Nr. 10 bzw. SEQ ID Nr. 1 1, Spel-Schnittstelle fettgedruckt, FLAG-Epitop unterstrichen). Um 
durch Hybridisierung doppelstrangige DNA zu erhalten, werden beide Oiigonukleotide in aquimolarer 
Menge Qe 10 \iM) miteinander vermischt und fur 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die 
dadurch gebildete doppelstrangige DNA codiert fur das FLAG-Epitop (DYKDDDDK) und besitzt 

CA^TATG 

uberhangende Enden (TA), die mit den uberhangenden Enden der Ndel Schnittstelle ( ) 

G1!A.1*ij^ ^^0^ 

komplementar sind. Dieses DNA-Fragment wird mit dem RestriktionsenzymNdel hydrolysiert und in 
den analog dazu ebenfalls hydrolysierten Vektor pBHR71 (Abb. 10) Moniert. Das so entstehende Plasmid 
pBHR71-FLAG (Abb. 13) enthalt das Gen mit der SEQ ID Nr. 12 und vermittelt die E;q)ression einer 
Polymer-Synthase mit N-terminaler FLAG-Fusion (dieser Teil des Proteins bildet mm die Bindedomane). 
Uber diese Bindedomane konnen nun biologisch aktive Substanzen imd/oder Kopplungsreagenziea 
gebunden werden. Die bei der Klonierung ebenfalls eingefugte singulare Spel-Schnittstelle steht 
zusatzUch fur die Insertion beliebiger weiterer DNA-Fragmente, die fur Funktionsproteine codieren zur 
Verfugung. 
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Als Beispiel fur die Funktionalitat des zuvor geschilderten Konstxuktes wird wie folgt vorgegangen. Die 
Polymerpartikel werden nach Transformation des pBHR71-FLAG Plasmids in E. coli Stamme, die bereits 
das Plasmid pBBad-F enthalten und einen veranderten Fettsauremetabolismus aufweisen (s. Beispiel 3) 
exprimiert. Durch Au£schluss der Zellm werden die Polymerpartikel aus den Zellen isoliert nnd dreimal 
mit PBS-Puffer (pH 7.5) gewaschen. Dann werden die Polymerpartikel fur 30 min bei RT mit 
monoklonalen anti-FLAG-AntikoipOTi inkubiert, die an die FLAG-Epitope binden. Danach werden die 
Polymerpartikel emeut, wie bereits oben beschrieben, gewaschen und anschliefiend mit sekundarem 
alkalische Phosphatase Konjugat fur 30 nain bei RT in PBS-Puffer inkubiert. Nach der 30 min Inkubation 
werden diese Partikehi in 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5) gewaschen tmd dann werden der Partikelsuspmsion 
als Substrat fyr die alkalische Phosphatase 2 mg/ml p-Nitrophenylphosphat zugesetzt. Die Aktivitat der 
alkalischen Phosphatase wird spektrometrisch bei 410 nm gemessen. Als Negativ-KontroUe dienen 
Polymerpartikel, die eine Polymer-Synthase ohne Bindedomane, d.h. ohne FLAG-Epitop oithalten. 
Aufgrund der fehlenden Umsetzung des zugegebenen p-Nitrophenylphosphates in der Kontrolle ergeben 
die spektrometrischen Messungen bei 410 nm ein negatives Ergebnis. Die Tatsache, dass die 
Polymrapartikel sich uberhaupt gebildet haben, ist ein Beleg dafur, dass der Einbau des FLAG-Epitopes 
keine Auswirkung auf die Funktionalitat der Polymer-Synthase gehabt hat. 

Dieses Verfahren kaxm auch mit einem der anderen bereits genannten Oberflacherqproteine der 
Polymerpartikel durchgefuhrt werden. Werden mehrere Oberflachenproteine gleichzeitig modifiziert, 
konnen eine Vielzahl imterschiedlichster Substanzen an die Polymerpartikel gebunden werden und somit 
eine Multi-FunkdonaUtat ermdglichen, die sie vielMtig einsetzbar macht. 

Wahrend im vorigm Beispiel eine biologisch aktive Substanz nachtragUch an das bereits exprimierte und 
gebildete Oberflachenprotein des Polymerpartikels gebunden worden ist, besteht naturlich auch die 
Moglichkeit, das Protein direkt mit dem Oberflachenprotein zu fiisionieren und dann zu exprimieren. 
Dazu werden die codierenden Sequenzen der Proteine (z.B. Enzyme) mit dem C-tenninalen Ende des 
phaCl Gens des pBHR71-FLAG Plasmids fiisioniert. 

Durch PGR werden DNA-Fragmente gewonnen, die jeweils fur das einzufugende Protein und fiir den 
C-terminalen Abschnitt der Polymer-Synthase codieren, um eine Fusion mit dem phaCl-Gen zu 
ermogUchen. Beide Fragmente werden uber dne mit uberhangenden Primem eingefiigte 
Restrikdonsschnittstelle miteinander ligiert. Am 5 '-Ende dieses Hybrid-Genes wird im Abstand von 7 nt 
zum Startcodon eine ribosomale Bindestelle (GAGGAG) und eine Restnktionsschnittstelle mittels 
uberhangender Primer eingefugt. Weim der verwendet Vektor, wie z.B. der hier verwendete Vektor 
pBHR71-FLAG, bereits eine ribosomale Bindestelle besitzt, ist das zusatzliche Einfugen einer 
ribosomalen Bindestelle nicht mehr erforderlich. Zusammen mit einer eingefugten 
Restriktionsschnittstelle am 3 '-Ende dieses Hybrid-Genes ist nun die gezielte Klonierung in den 
Ejjpressionsvektor pBHR71-FLAG moglich. Die Restriktionsschnittstellen am 5' vind 3' Ende des 
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Hybrid-Genes mussen so gewahlt werden, dass diese imerhalb des Hybrid-Geaes mcht ein zweites mal 
vorkoinmen, damit eine Klonierung in einen Eiqpressionvektor coUnear zum vorliegenden Promotor 
erfolgen kaim. In diesem Beispiel wird das lacZ-Gen aus E. coli mittels PGR mit Primem amplifiziert, die 
eine Spel-Schnittstelle enthalten: 5'-ggactagtatgaccatgattacggattcactggc-3' (SEQ ID Nr.13, Spel- 
Schnittstelle fettgedruckt) imd 5'-<:cactagttttttgacaccagaccaactggtaatggtagcg-3' (SEQ ID Nr. 14, Spel- 
Schnittstelle fettgedruckt). Zusatzlich wird das Stop-Codon durch Verwendiing dieser Primer aus der 
Sequenz des lacZ-Gens entfemt, um einen durchgehenden Leserahmen zu erhalten. Das daraus 
resultierende DNA-Fragment mit der SEQ ID Nr. 15 wird direkt in die Spel-Schnittstelle des pBHR71- 
FLAG Plasmids kloniert. Das gewonnene Fusionsprotein fiihrte zur Bildimg von Polymerpartikel mit 
B-Galactosidase-Aktivitat. Die entsprechenden Polymerpartikel werden isoliert imd imter reduzierenden 
Bedingungen wird die 6 -Galactosidase-Aktivitat mit dem Substrat o-Nitrophenyl-beta-D- 
galactopyranosid (Calbiochem) nachgewiesen. 

Beispiel 7: Stabilitat der Bindimg zwischen den Oberflachenproteinen und dem Polvmerkem der 
Polymerpartikel 

Im Rahmen der Erfindung getatigte Untersuchungen haben ergeben, dass die Polymer-Synthase weder 
durch Behandlimg mit denaturierenden Reagenzien, wie z.B. Sodiumdodecylsulfat (SDS), Hamstoff, 
Guanidiumhydrochlorid oder Dithiothreitol, noch durch Verwendung azider Bedingungen vom Kem des 
biologisch abbaubaren Polymer-Partikels gelost werden kann. Dies deutet anf eine kovalente 
Verkniipfung hin, die zwischen dem Polymerpartikel und der Polymerpartikelbindedomane der Polymer- 
Synthase besteht. Die hohe Stabilitat der Bindung ermogUcht einen stabilen Transport von gebundenen 
oder in die Polymerpartikel eingebaute Substanzen an ihren Zielort. Der N-terminale Abschnitt der 
Oberflachen-gebundenen Polym^-Synthase (N-Terminus bis zum Beginn der konservierten a/fi- 
Hydrolase-Domane) ist aufierst variabel und kann durch gmtechnische Ver&hren durch 
Funktionsproteine ersetzt werden. Dabei bleibt die Polymer-Synthase-Aktivitat und Synthese von 
Polymerpartikehi erhalten (Rehm, BJH.A. et al., Biochem. Biophys. Acta 2002, Vol.1594, S.178-190). 
Folglich wird eine Funktionalisierung der Oberfiache erreicht, die eine hohe Stabilitat aufweist. Ein 
Gemisch unterschiedlicher Proteine mit imterschiedlichen Bindedomanen, an die biologisch aktive 
Substanzen und/oder Kopplungsreagenzien gebunden sind, werden bei Bedarf gleichzeitig appliziert 
werden, so dass eine MultifunktionaUsierung der Oberfiache do: Polymerpartikel erfolgt. Die .A{)plikation 
dieser Proteine erfolgt in vitro durch Zugabe der gereinigten Proteine mit unterschiedlichen 
Bindedomanen zum Synthese-Ansatz bzw. in vivo durch E^tpression der Gene in dem entsprechenden 
Mikroorganismus, die fur jeweils ein Protein mit einer Bindedomane codieren. 

Beispiel 7.1 Weitere Moglichkeiten fih- eine Modifikation der Oberflachenproteinen der Polymerpartikel 
Der C-terminale Abschnitt des Oberflachenproteins Phasin (PhaP) aus It eutropha (Aminosaurereste ab 
>Alal41) ist hydrophil und kaim durch Funktionsproteine ersetzt werden, ohne eine Verankerung des 
Phasins ixher die Polymerpartikelbindedomane an die Oberflache der Polymerpartikel zu verhindem. 
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Diese Verankerung beruht auf hydrophoben Wechselwirkungen und ist reversibel (Hanley, S.Z. et al., 
FEBS Letters 1999, VoL447, S.99-105). Diesar C-terminale Abschnitt derintrazellularen Polymer- 
Depolymerasen wird dutch gentechnische Verfahren mit Funktionsprotemen fusioniert und ermSglicht 
somit eine Fiinktionalisierung der Oberflache des Polymerpartikels fiber eine anschliefiende Anbindiuig 
von biologisch akdven Substanzen und/oder Kopplimgsreagenzien. 

Der C-Terminus (Aminosaurerest ab >1 80) der intrazellularen Polymer-Depolymerase von R. eutropha 
vennittelt die Bindung des Enzyxns an den Kem d^ Polymerpartikel (Saegusa, H. et al., J. Bacteriol. 
2001, VoL183(l), S.94-100). Dieser C-terminale Abschnitt der intrazellularen Polymer-Depolymerasen 
wird durch gentecbnische Verfahren tnit Funkdonsproteiaen fusioniert und enndglicht somit eine 
Funktionalisierung der Oberflache des Polymerpartikels. 

Der N-Terminus (Aminosaurerest ab <140) der an die Oberflache des Polymerpartikels gebundenen 
l&cpressionsprodukte der Gene phal und phaF aus Pseudomonas oleovorans vermittelt die Bindung der 
Proteine an den PolyestCT-Kem der Polymerpartikel (Prieto, M.A. et al., J. Bacteriol. 1999, Vol.1 81 (3), 
S.8S8-868). Dieser N-terminale Abschmtt der Expressionsprodukte der Gene phaF und phal wird durch 
gentecbnische Verfahren mit einem Funkdonsprotein fusioniert und die dadurch entstehende 
Bindedomane ermogjlicht anschliefiend eine Funktionalisierung der Oberflache des Polymerpartikels uber 
die Anbindxmg von biologisch aktiven Substanzen und/oder Kopplungsreagenzien. 

Beispiel 8: Kovale nte Modi fiVatinn der Oberflachenproteine der Polymerpartikel mit einem 
Kopplungsreagenz 

Die in Abbildung 1 dargestellten Proteine auf der Oberflache der biologisch abbaubaren Polymerpartikel 
konnen mit speziellen Markierungssubstanzen behandelt werden, die spezifLsch an bestimmte 
Aminosauren binden (z.B. N-Hydroxysuccinimid-Biotin an Lysin). Dies ermSglicht das Anbinden von 
biologisch aktiven Substanzen, wie z.B. von Biotin uber die lodacetamid vermittelte Verknupfimg an 
Cystein. Molekule, wie Biotin, ventnitteln daim eine weitere Verknupfimg von biologisch aktiven 
Substanzen and die Oberflachenproteine dieser Polymerpartikel. Dazu gehoren z.B. Avidin oder 
Streptavidin, die selbst an Enzyme gebunden sein konnen und so eine schrittweise Funktionalisierung der 
OberQachenproteine der biologisch abbaubaren Polymerpartikel erlauben (Rehm, B.HA. et al., J. 
Bacteriol. 1994, Vol.176, S.S639-S647). Diese Funktionalisierung kann durch Anbinden von Antikorpem 
oder pharmazeutischen Wirkstoffen erfolgen. Es kSxmen auch Molekule mit imterschiedlichen 
Oberflachenladungen angebracht w^en, um dem Polymerpartikel eine bestinomte Ladung auf der 
Oberflache zu verleihen, die fur den Transport und die Fusion uber/xnit bestimmten Membranen 
vorteilhaft ist. 

Eine Markierung von Lysinresten an den Oberflachenproteinen der Polymerpartikel mit Biotin, wird 
mittels N-Hydroxysuccininiid-Biotin eizielt. Bei diesem Experiment werden Polymerpartikel, welche die 
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Polymer-Synthase PhaCl aus P. aeruginosa tragen, aus rekonxbinanten E. coli isoKert, welches das 
Plasmid pBHR71 tragt. Die Polymerpartikel werden nach der Isolation dreimal in PBS (pH 8.0) 
gewaschen und N-Hydroxysuccinimid-Biotin (Sigma-Aldricli) wird dann der Losung bis zu einer 
Endkonzentration von 5 mM hinzugegeben. Die Reaktion wird dutch emeutes Waschen nach 5 min 
Inkubation bei 4®C beendet Der Nachweis des an die Partikeloberflache-gebundenen Biotins wird mit 
Hilfe des Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugates (Sigma-Aldrich) und o-Nitrophenylphosphat 
(Calbiochem) als Substrat nachgewiesen. Ln KontroUansatz mit Partikehi, die nicht mit 
N-Hydroxysuccinimid-Biotinbehandelt worden sind, zeigen diese keine alkalische Phosphatase- 
Aktivitat. 

Neben den hier aufgefuhrten Beispielen gibt es fur die Anknupfung von biologisch aktiven Substanzen 
• noch viele Kopplungsreagenzien, mit deren Hilfe die Oberflachenproteine der hier hergestellten 
Polymerpartikel aktiviert werden konnen. 
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1 . Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren Polymerpartikeln, das umfasst: 

a) Einbringen zumindest dnes induzierbarm Gens in einen Mikroorganismus, wobei das Gen 
fur ein Protein codiert, das die Grofie der Polymerpartikel kontrolliert; und 

b) Kultivieren des Mikroorganismus unter Induktion des unter a) genannten TXtmindest einen 
induzierbaren Geos in einem Kulturmedium unter Bedingungen, die zur Herstellung der 
biologisch abbaubaren Polymerpartikel durch den Mikroorganismus geeignet sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei man in Stufe a) neben dem zumindest einem induzierbaren Gen, 
das fur ein Protein codiert, das die Grofie der Polymerpartikel kontrolliert, mindestens ein weiteres 
Gen, das fur ein bei der Bildung der Polymerpartikel beteiUgtes Protein codiert, einbringt. 

3 . Verfahren nach Anspruch 2, wobei das nodndestens eine weitere Gen, das fur ein bei der Bildung 
der Polymetpartikel beteiligtes Protein codiert, fiir eine Thiolase, eine Reduktase oder eine 
Polymer-Synthase codiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das mindestens eine weitere Gen, das fur ein bei der Bildung 
der Polymerpartikel beteiligtes Protein codiert, fur die phaA-Thiolase, die phaB-Ketoacyl- 
Reduktase oder die phaC-Synfhase aus Ralstonia eutropha codiert. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei man das zumindest eine induzierbare 
Gen, das fur ein Protein codiert, das die Grofie der Polymerpartikel kontrolliert, aus der Familie der 
Phasin-ahnlichen Proteine ableitet 

6. Ver&hren nach Anspruch S, wobei man das zumindest eine induzierbare Gen, das fur ein Protein 
codiert, das die Grofie d^ Polymerpartikel kontrolliert, aus der Gruppe auswahlt, die das Phasin- 
Gen phaP aus Ralstonia euti'opha imd das Phasin-Gen phaF aus Pseudomonas oleovorans umfasst. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehendm Anspruche, wobei man zumindest ein zusatzliches Gen, 
das fiir eine Thiolase und/oder eine Polymer-Synthase codiert, in die Zelle einbringt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei man in das Kulturmedium als 
Substrat fOr die Bildimg der Polymerpartikel mindestens eine Fettsaure mit funktionellen 
Seitengruppen imd besonders bevorzugt mindestens eine Hydroxyfettsaure und/oder mindestens 
eine Merc£iptofettsaure und/oder mindestras einer fi-Aminofettsaure einbringt. 
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9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei man das Substrat dem Kulturmedium 

• « 
in einer solchen Menge zugibt, dass es ausreichend bemessen ist, um die Kontrolle der Grofie der 

Polymerpartikel zu gewahrleisten. 

1 0. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei man den verwendeten 
Mikroorganismus aus der Gattung auswShlt, die Ralstonia, Alcaligenes, Pseudomonas und 
Halobiforma umfasst. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 0, wobei man den verwendeten Miio-oorganismus aus der Gruppe 
auswahlt, die Ralstonia eutropha, Alcaligenes latusy Escherichia colij Pseudomonas fragiy 
Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa^ 
Pseudomonas fluorescens, jmd Halobiforma haloterrestris umfasst. 

12. Bin Verfiahren nach einem der vorhergehenden Anspniche, wobei man die kultivierten 
Mikroorganismm auf an sich bekannte Weise au&chlieBt und die Polymerpartikel anschlieBend 
von den ZeUresten abtremit. 

13. Bin Verfahren nach Anspruch 12, wobei man eine sich auf der Oberflache der Polymerpartikel 
befindliche Lipidschicht von den gemafi dem Verfahren aus Anspruch 1 2 oiialtenen 
Polymerpartikeln abtremit und durch eine Lipidschicht anderer Zusammensetzung ersetzt. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei man die Partikelgrofie durch das 
zumindest eine induzierbare Gen so steuert, dass die gebildeten Polymerpartikel einen Durchmesser 
von 10 tun bis 3 yjxx, bevorzugt einen Durchmesser von 10 nm bis 900 imi, und besonders 
bevorzugt einen Durchmesser von 10 nm bis 100 imi haben. 

15. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das durch das in Stufe a) eingebrachte zumindest eine 
induzierbare G^ das fur ein Protein codiert, das die GroBe der Polymerpartikel kontrolliert, eine 
Polymerpartikelbindedomane und zumindest eine Bindedomane imifasst, wobei die zumindest eine 
Bindedomane eine biologisch aktive Substanz und/od^ ein Kopplimgsreagenz binden kann. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das durch das in Stufe a) eingebrachte mindestens ein weitere 
Gen, das fiir ein bei der Bildung der Polymerpartikel beteiligtes Protein codiert, eine 
Polymerpartikelbindedomane und zumindest eine Bindedomane imifasst, wobei die zumindest eine 
Bindedomane eine biologisch aktive Substanz imd/oder ein Kopplimgsreagenz bindm kann. 

17. Verfahren nach Ansprach 15 oder 16, wobei die Polymerpartikelbindedomane emen Teil eines a\if 
der Oberflache des Polymerpartikels gebundenen Proteins umfasst, wobei man das Protein aus der 
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Gmppe auswahlt» die eine Polymer-Depolymerase, einen Polymer-Regulator, eine Polymer- 
Synthase \md ein die Partikelgrofie kontrollierendes Protein umfasst. 

18. Verfahren nach Anspruch IS, 16 oder 17, wobei xnan die zumindest eine Bindedomane, die eine 
biologisch aktive Substanz imd/oder ein Kopplimgsreagenz binden kann, aus der Gruppe auswahlt, 
die Oligopeptide, Enzyme, Abzyme oder nicht-katalytische Proteine umfasst. 

19. Verfahren zur in vitro Herstellung von biologisch abbaubaren Polymeipartikeln, das umfasst: 

a) Bereitstellen einer fur die Polymeipartikelbildung geeigneten Losung mit zumindest einem 
Substrat; 

b) Einbringen eines Proteins in die Losung, das dazu geeignet ist, die Gr5fie der Polymerpartikel 
zu kontrollieren; und 

c) Einbringen mindestens eines weiteren Proteins, das an der Bildung der Polymerpartikel 
beteiligt ist. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, wobei man der fur die Polymerpartikelbildung geeigneten Losung in 
Stufe a) mindestms eine Fettsaure und eine Acyl-CoA Oxidase fur die Bildung der Polymerpartikel 
zugibt. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 19 oder 20, wobei man in Stufe a) zumindest ein Substrat der 
fur die Polymerpartikelbildung geeigneten Losung in einer solchen Menge zugibt, dass es 
ausreichend bemessen ist, um die Kontrolle der GrSfie der Polymerpartikel zu gewahrleisten. 

22. Verfahren nach Anspruch 19 bis 21 , wobei man in Stufe b) ein die GroBe der Polymerpartikel 
kontrollierendes Protein einbringt, das man aus der Familie der Phasin-9hnlichen Proteine ableitet. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei man in Stufe b) ein die GroBe der Polymerpartikel 
kontrollierendes Protein einbringt, das man aus der Gruppe auswahlt, die das Phasin aus Ralstonia 
eutropha xmd das Phasin aus Pseudomonas oleovorans umfasst. 

. 24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 9 bis 23, wobei man fOr das mindestens eine weitere Protein 
aus Stufe c), das an der Bildung der Polymerpartikel beteiligt ist, eine Polymer-Synfhase einsetzt. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei man fur das mindestens eine weitere Protein aus Stufe c), das 
an der Bildung der Polymerpartikel beteiligt ist, eine Polymer-Synthase einsetzt, die man aus der 
Gnq)pe auswahlt, welche die Polymer-Synthase aus K eutropha^ P. oleovorans, P. putida und 
jP. aeruginosa umfasst. 
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26. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, wobei man die Polymer-Synthase der Losung in einer 
solchen Menge zugibt, die ausreichend ist, um die Kontrolle der Grofie der Polymeipartikel zu 
gewahrleisten. 

27. Ver£ahrm nach einem der Anspruche 21 bis 26, wobei man in Stufe a) der Losung mindestens eine 
phannazeutisch aktive Substanz zugibt. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 29, wobei man zur KontroUe der Zusammensetzung 
der Lipidschicht auf der Oberflache des Polymerpartikels mindestens ein amphiphiles Molekiil aus 
der Gruppe der Phospholipide und EtherUpide zur Losung aus Schritt a) zugibt. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 28, wobei noan mindestens eines der in Stufe b) und c) 
eingebrachten Proteine so auswahlt, das es eine Polymerpartikelbindedomane mxd zumindest eine 
Bindedomane umfasst, wobei die zumindest eine Bindedomane eine biologisch aktive Substanz 
und/oder ein Kopplungsreagenz binden kann. 

30. Verfahr^i nach Anspruch 29, wobei die Polymerpartikelbindedomane ein Teil des axif der 
Oberflache des Polymerpartikels gebimdenen Proteins ist, wobei man das Protein aus der Gruppe 
auswahlt, welche eine Polymer-Depolymarase, einen Polymer-Regulator, eine Polymer-Synthase 
und ein die PartikelgroBe kontrolUerendes Protein umfasst. 

3 1 . Vod&hren nach Anspruch 29 oder 30, wobei man die zumindest erne Bindedomane, die eine 
biologisch aktive Substanz imd/oder ein Kopplungsreagenz binden kann, aus der Gruppe auswahlt, 
die OUgopeptide, Enzyme, Abzyme oder nicht-katalytischen Proteine imifasst. 

32. Polymeipartikel mit definierter Grofie, mit einer Obarflgchenschicht aus an:phiphilCT Molekulen, in 
die mindestens ein Protein, das aus der Gruppe ausgewahlt wird, die eine Polymer-Depolymerase, 
einen Polymer-Regulator, eine Polymer-Synthase und ein die Partikelgrofie beeinflussendes Protein 
um&sst, wobei das mindestens eine Protein eine Polymerpartikelbindedomane und eiae 
BindedomSne, die eine biologisch aktive Substanz und/oder ein Kopplungsreagenz binden kann, 
um&sst. 

33. Polymeipartikel nach Anspruch 32, hergestellt nach einem der in den Anspruchen 1 bis 33 
beschriebenen Verfahren. 

34. VCTwendung der Polymeipartikel nach den Anspruchen 32 oder 33 fur die Herstellung eines 
Arzneunittels, eines Pestizids oder eines Herbizids. 

35. Verwendung nach Anspruch 34, wobei das Arzneimittel fur die Behandlung von Erkrankungen des 
zentralenNervensystems geeignet ist. 
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<110> Rehm, PD Dr. Bern H.A. 

<120> Verfahren zur Herstellung von biologisch abbaubaren, 

funktionalisierten Polymerpartikeln und deren Verwendung als 
ArzneimitteltrSger 

<130> P200428 

<150> DE 102 40 034.0 
<151> 2002-08-30 

<160> 15 

<170> Patentin version 3.2 

<210> 1 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 
<400> 1 

aaaggcccca tggtcctcac cccggaaca 



<210> 2 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 

<400.> 2 

aaaggccgga tcctcagggc actaccttca teg 



<210> 3 

<211> 708 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Sequenz enthait phaP codierende DNA aus R. eutropha 

<400> 3 



aaaggcccca 


tgatcctcac 


cccggaacaa gttgcagcag 


cgcaaaaggc 


caacctcgaa 


60 


acgctgttcg 


gcctgaccac 


caaggcgttt gaaggcgtcg 


aaaagctcgt 


cgagctgaac 


120 


ctgcaggtcg 


tcaagacttc 


gttcgcagaa ggcgttgaca 


acgccaagaa 


ggcgctgtcg 


180 


gccaaggacg 


cacaggaact 


gctggccatc caggccgcag 


ccgtgcagcc 


ggttgccgaa 


240 


aagaccctgg 


cctacacccg 


ccacctgtat gaaatcgctt 


cggaaaccca 


gagcgagttc 


300 


accaaggtag 


ccgaggctca 


actggccgaa ggctcgaaga 


acgtgcaagc 


gctggtcgag 


360 


aacctcgcca 


agaacgcccc 


ggccggttcg gaatcgaccg 


tggccatcgt 


gaagtcggcg 


420 



1^ 
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atctccgctg ccaacaacgc ctacgagtcg gtgcagaagg cgaocaagca agcggtcgaa 480 
atcgctgaaa ccaacttcca ggctgcggct acggctgcca ccaaggctgc ccagcaagcc 540 
agcgccacgg cccgtacggc cacggcaaag aagacgacgg ctgcctgata actgcctgcg 600 
ttgaagatgg accggctgcg gccggtccgt tggcaaagca tatcgacgcc tggcgtttgc 660 
ggtgtgtttt gccaacgatg aaggtagtgc cctgaggatc cggccttt 708 



<210> 4 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 

<400> 4 

aaagggccat ggctggcaag aagaattccg agaa 



<210> 5 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial 



34 



<220> 

<223> Primer 
<400> 5 

aaagggggat cctcagatca gggtaccggt gcctgtctg 39 

<210> 6 

<211> 793 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Sequenz enthSlt phaF codierende DNA aus P. oleovorans 

<400> 6 

aaagggccat ggctggcaag aagaattccg agaaagaagg cagctcctgg gtcggcggga 60 

tcgagaagta ctcccgcaag atctggctgg cggggcttgg tatctattcg aagatcgacc 120 

aggacggccc gaagctgttc gactcgctgg taaaggatgg cgagaaggcc gagaaacagg 180 

cgaagaagac cgcagaagat gttgctgaaa ctgccaagtc gtcgaccact tcgcgtgtgt 240 

cgggcgtgaa ggaccgtgcg ctaggcaagt ggagcgaact cgaagaggcc ttcgacaagc 300 

gcctgaacag tgccatctcg cgccttggcg tgccgagccg caacgagatc aaggccctgc 360 

accagcaggt ggacagcctg accaagcaga tcgagaaact caccggcgct tcggttaccc 420 

cgatttcgtc gcgcactgca gccaaaccgg ctgcgagcaa ggcggcggcc aagccactgg 480 

ccaagacggc agcggccaag cctgcggcaa aaaccgcggc agccaagccg gcagccaagg 540 

ccgcagcggc taaacctgct gccaagactg cggcggccaa gcctgcggcg aaaccggcag 600 

2/8 
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cggccaaacc ggctgtggcg aagaagcctg cagtgaagaa agcaccggcc aagccggcag 660 

ccgccaagcc ggcagctcca gcggccagcg ccgctccggc cgctagcgca gttcggcgcc 720 

cactgcggct ccggccagca acccgccttc ggcacagaca ggcaccggta ccctgatctg 780 
aggatccccc ttt 793 

<210> 7 

<211> 54 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 
<400> 7 

gggctctaga aataaggaga tatacatatg tgttgtaaga acaataacga gctt 54 

<210> 8 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 
<400> 8 

aaacgcggat ccttttcatc gttcatgca 29 

<210> 9 

<211> 1722 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Sequenz enthait die fur PhaCl codierende DNA aus P. aeruginosa 
<400> 9 



gggctctaga 


aataaggaga 


tatacatatg 


tgttgtaaga 


acaataacga 


gcttcccaag 


60 


caagccgcgg 


aaaacacgct 


gaacctgaat 


ccggtgatcg 


gcatccgggg 


caaggacctg 


120 


ctcacctccg 


cgcgcatggt 


cctgctccag 


gcggtgcgcc 


agccgctgca 


cagcgccagg 


180 


cacgtggcgc 


atttcagcct 


ggagctgaag 


aacgtcctgc 


tcggccagtc 


ggagctacgc 


240 


ccaggcgatg 


acgaccgacg 


cttttccgat 


ccggcctgga 


gccagaatcc 


actgtacaag 


300 


cgctacatgc 


agacctacct 


ggcctggcgc 


aaggagctgc 


acagctggat 


cagccacagc 


360 


gacctgtcgc 


cgcaggacat 


cagtcgtggc 


cagttcgtca 


tcaacctgct 


gaccgaggcg 


420 


atgtcgccga 


ccaacagcct 


gagcaacccg 


gcggcggtca 


agcgcttctt 


cgagaccggc 


480 


ggcaagagcc 


tgctggacgg 


cctcggccac 


ctggccaagg 


acctggtgaa 


caacggcggg 


540 


atgccgagcc 


aggtggacat 


ggacgccttc 


gaggtgggca 


agaacctggc 


caccaccgag 


600 


ggcgccgtgg 


tgttccgcaa 


cgacgtgctg 


gaactgatcc 
3/8 


agtaccggcc 


gatcaccgag 


660 
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tcggtgcacg 


aacgcccgct 


gctggtggtg. 


ccgccgcaga 


tcaacaagtt 


ctacgtcttc 


720 


gacctgtcgc 


cggacaagag 


cctggcgcgc 


ttctgcctgc 


gcaacggcgt 


gcagaccttc 


780 


atcgtcagtt 


ggcgcaaccc 


gaccaagtcg 


cagcgcgaat 


ggggcctgac 


cacctatatc 


840 


gaggcgctca 


aggaggccat 


cgaggtagtc 


ctgtcgatca 


ccggcagcaa 


ggacctcaac 


900 


ctcctcggcg 


cctgctccgg 


cgggatcacc 


accgcgaccc 


tggtcggcca 


ctacgtggcc 


960 


agcggcgaga 


agaaggtcaa 


cgccttcacc 


caactggtca 


gcgtgctcga 


cttcgaactg 


1020 


aatacccagg 


tcgcgctgtt 


cgccgacgag 


aagactctgg 


aggccgccaa 


gcgtcgttcc 


1080 


taccagtccg 


gcgtgctgga 


gggcaaggac 


atggccaagg 


tgttcgcctg gatgcgcccc 


1140 


aacgacctga 


tctggaacta 


ctgggtcaac 


aactacctgc tcggcaacca gccgccggcg 


1200 


ttcgacatcc 


tctactggaa 


caacgacacc 


acgcgcctgc 


ccgccgcgct 


gcacggcgag 


1260 


ttcgtcgaac 


tgttcaagag 


caacccgctg 


aaccgccccg 


gcgccctgga 


ggtctccggc 


1320 


acgcccatcg 


acctgaagca 


ggtgacttgc 


gacttctact 


gtgtcgccgg 


tctgaacgac 


1380 


cacatcaccc 


cctgggagtc 


gtgctacaag 


tcggccaggc 


tgctgggtgg 


caagtgcgag 


1440 


ttcatcctct 


ccaacagcgg 


tcacatccag 


agcatcctca 


acccaccggg 


caaccccaag 


1500 


gcacgcttca 


tgaccaatcc 


ggaactgccc 


gccgagccca 


aggcctggct 


ggaacaggcc 


1560 


ggcaagcacg 


ccgactcgtg 


gtggttgcac 


tggcagcaat 


ggctggccga 


acgctccggc 


1620 


aagacccgca 


aggcgcccgc 


cagcctgggc 


aacaagacct 


atccggccgg 


cgaagccgcg 


1680 


cccggaacct 


acgtgcatga 


acgatgaaaa 


ggatccgcgt 


tt 




1722 



<210> 10 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 

<400> 10 

tatgactagt gattataaag at gat gat ga taaaca 36 

<210> 11 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 

<400> 11 

tatgtttatc atcatcatct ttataatcac tagtca 36 

<210> 12 

<211> 1716 
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<Z1Z> UNA 

<2.13> Artificial 

<220> 

<223> Sequenz enthait die fiir PhaCl codierende DNA aus P. aeruginosa 
und die fQr ein FLAG-Epitop codierende DNA 

<400> 12 

atgactagtg attataaaga tgatgatgat aaacatatga gtcagaagaa caataacgag 60 
cttcccaagc aagccgcgga aaacacgctg aacctgaatc cggtgatcgg catccggggc 120 
aaggacctgc tcacctccgc gcgcatggtc ctgctccagg cggtgcgcca gccgctgcac 180 
agcgccaggc acgtggcgca tttcagcctg gagctgaaga acgtcctgct cggccagtcg 240 
gagctacgcc caggcgatga cgaccgacgc ttttccgatc cggcctggag ccagaatcca 300 
ctgtacaagc gctacatgca gacctacctg gcctggcgca aggagctgca cagctggatc 360 
agccacagcg acctgtcgcc gcaggacatc agtcgtggcc agttcgtcat caacctgctg 420 
accgaggcga tgtcgccgac caacagcctg agcaacccgg cggcggtcaa gcgcttcttc 480 
gagaccggcg gcaagagcct gctggacggc ctcggccacc tggccaagga cctggtgaac 540 
aacggcggga tgccgagcca ggtggacatg gacgccttcg aggtgggcaa gaacctggcc 600 
accaccgagg gcgccgtggt gttccgcaac gacgtgctgg aactgatcca gtaccggccg 660 
atcaccgagt cggtgcacga acgcccgctg ctggtggtgc cgccgcagat caacaagttc 720 
tacgtcttcg acctgtcgcc ggacaagagc ctggcgcgct tctgcctgcg caacggcgtg 780 
cagaccttca tcgtcagttg gcgcaacccg accaagtcgc agcgcgaatg gggcctgacc 840 
acctatatcg aggcgctcaa ggaggccatc gaggtagtcc tgtcgatcac cggcagcaag 900 
gacctcaacc tcctcggcgc ctgctccggc gggatcacca ccgcgaccct ggtcggccac 960 

tacgtggcca gcggcgagaa gaaggtcaac gccttcaccc aactggtcag cgtgctcgac 1020 

ttcgaactga atacccaggt cgcgctgttc gccgacgaga agactctgga ggccgccaag 1080 

cgtcgttcct accagtccgg cgtgctggag ggcaaggaca tggccaaggt gttcgcctgg 1140 

atgcgcccca acgacctgat ctggaactac tgggtcaaca actacctgct cggcaaccag 1200 

ccgccggcgt tcgacatcct ctactggaac aacgacacca cgcgcctgcc cgccgcgctg 1260 

cacggcgagt tcgtcgaact gttcaagagc aacccgctga accgccccgg cgccctggag 1320 

gtctccggca cgcccatcga cctgaagcag gtgacttgcg acttctactg tgtcgccggt 1380 

ctgaacgacc acatcacccc ctgggagtcg tgctacaagt cggccaggct gctgggtggc 1440 

aagtgcgagt tcatcctctc caacagcggt cacatccaga gcatcctcaa cccaccgggc 1500 

aaccccaagg cacgcttcat gaccaatccg gaactgcccg ccgagcccaa ggcctggctg 1560 

gaacaggccg gcaagcacgc cgactcgtgg tggttgcact ggcagcaatg gctggccgaa 1620 

cgctccggca agacccgcaa ggcgcccgcc agcctgggca acaagaccta tccggccggc 1680 
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<210> 13 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 

<400> 13 

ggactagtat gaccatgatt acggattcac tggc 34 



<210> 14 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Primer 



<210> 15 
<211> 3088 
<212> DNA 
<213> Artificial 












<220> 

<223> Sequenz enthMlt 


: das lacZ Gen aus E. coli 






<400> 15 
ggactagtat 


gaccatgatt 


acggattcac 


tggccgtcgt 


tttacaacgt 


cgtgactggg 


60 


aaaaccctgg 


cgttacccaa 


cttaatcgcc 


ttgcagcaca 


tccccctttc 


gccagctggc 


120 


gtaatagcga 


agaggcccgc 


accgatcgcc 


cttcccaaca 


gttgcgcagc 


ctgaatggcg 


180 


aatggcgctt 


tgcctggttt 


ccggcaccag 


aagcggtgcc 


ggaaagctgg 


ctggagtgcg 


240 


atcttcctga 


ggccgatact 


gtcgtcgtcc 


cctcaaactg 


gcagatgcac 


ggttacgatg 


300 


cgcccatcta 


caccaacgtg 


acctatccca 


ttacggtcaa 


tccgccgttt 


gttcccacgg 


360 


agaatccgac 


gggttgttac 


tcgctcacat 


ttaatgttga 


tgaaagctgg 


ctacaggaag 


420 


gccagacgcg 


aattattttt 


gatggcgtta 


actcggcgtt 


tcatctgtgg 


tgcaacgggc 


480 


gctgggtcgg 


ttacggccag 


gacagtcgtt 


tgccgtctga 


atttgacctg 


agcgcatttt 


540 


tacgcgccgg 


agaaaaccgc 


ctcgcggtga 


tggtgctgcg 


ctggagtgac 


ggcagttatc 


600 


tggaagatca 


ggatatgtgg 


cggatgagcg 


gcattttccg 


tgacgtctcg 


ttgctgcata 


660 


aaccgactac 


acaaatcagc 


gatttccatg 


ttgccactcg 


ctttaatgat 


gatttcagcc 


720 


gcgctgtact 


ggaggctgaa 


gttcagatgt 


gcggcgagtt 


gcgtgactac 


ctacgggtaa 


780 


cagtttcttt 


atggcagggt 


gaaacgcagg 


tcgccagcgg 


caccgcgcct 


ttcggcggtg 


840 



<400> 14 

ccactagttt tttgacacca gaccaactgg taatggtagc g 



41 
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aaattatcga tgagcgtggt ggttatgccg atcgcgtcac actacgtctg aacgtcgaaa 900 

acccgaaact gtggagcgcc gaaatcccga atctctatcg tgcggtggtt gaactgcaca 960 

ccgccgacgg cacgctgatt gaagcagaag cctgcgatgt cggtttccgc gaggtgcgga 1020 

ttgaaaatgg tctgctgctg ctgaacggca agccgttgct gattcgaggc gttaaccgtc 1080 

acgagcatca tcctctgcat ggtcaggtca tggatgagca gacgatggtg caggatatcc 1140 

tgctgatgaa gcagaacaac tttaacgccg tgcgctgttc gcattatccg aaccatccgc 1200 

tgtggtacac gctgtgcgac cgctacggcc tgtatgtggt ggatgaagcc aatattgaaa 1260 

cccacggcat ggtgccaatg aatcgtctga ccgatgatcc gcgctggcta ccggcgatga 1320 

gcgaacgcgt aacgcgaatg gtgcagcgcg atcgtaatca cccgagtgtg atcatctggt 1380 

cgctggggaa tgaatcaggc cacggcgcta atcacgacgc gctgtatcgc tggatcaaat 1440 

ctgtcgatcc ttcccgcccg gtgcagtatg aaggcggcgg agccgacacc acggccaccg 1500 

atattatttg cccgatgtac gcgcgcgtgg atgaagacca gcccttcccg gctgtgccga 1560 

aatggtccat caaaaaatgg ctttcgctac ctggagagac gcgcccgctg atcctttgcg 1620 

aatacgccca cgcgatgggt aacagtcttg gcggtttcgc taaatactgg caggcgtttc 1680 

gtcagtatcc ccgtttacag ggcggcttcg tctgggactg ggtggatcag tcgctgatta 1740 

aatatgatga aaacggcaac ccgtggtcgg cttacggcgg tgattttggc gatacgccga 1800 

acgatcgcca gttctgtatg aacggtctgg tctttgccga ccgcacgccg catccagcgc 1860 

tgacggaagc aaaacaccag cagcagtttt tccagttccg tttatccggg caaaccatcg 1920 

aagtgaccag cgaatacctg ttccgtcata gcgataacga gctcctgcac tggatggtgg 1980 

cgctggatgg taagccgctg gcaagcggtg aagtgcctct ggatgtcgct ccacaaggta 2040 

aacagttgat tgaactgcct gaactaccgc agccggagag cgccgggcaa ctctggctca 2100 

cagtacgcgt agtgcaaccg aacgcgaccg catggtcaga agccgggcac atcagcgcct 2160 

ggcagcagtg gcgtctggcg gaaaacctca gtgtgacgct ccccgccgcg tcccacgcca 2220 

tcccgcatct gaccaccagc gaaatggatt tttgcatcga gctgggtaat aagcgttggc 2280 

aatttaaccg ccagtcaggc tttctttcac agatgtggat tggcgataaa aaacaactgc 2340 

tgacgccgct gcgcgatcag ttcacccgtg caccgctgga taacgacatt ggcgtaagtg 24 00 

aagcgacccg cattgaccct aacgcctggg tcgaacgctg gaaggcggcg ggccattacc 24 60 

aggccgaagc agcgttgttg cagtgcacgg cagatacact tgctgatgcg gtgctgatta 2520 

cgaccgctca cgcgtggcag catcagggga aaaccttatt tatcagccgg aaaacctacc 2580 

ggattgatgg tagtggtcaa atggcgatta ccgttgatgt tgaagtggcg agcgatacac 2640 

cgcatccggc gcggattggc ctgaactgcc agctggcgca ggtagcagag cgggtaaact 2700 

ggctcggatt agggccgcaa gaaaactatc ccgaccgcct tactgccgcc tgttttgacc 27 60 
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gctgggatct gccattgtca gacatgtata ccccgtacgt cttcccgagc gaaaacggtc 2820 

■ • 

tgcgctgcgg gacgcgcgaa ttgaattatg gcccacacca gtggcgcggc gacttccagt 2880 

tcaacatcag ccgctacagt caacagcaac tgatggaaac cagccatcgc catctgctgc 2940 

acgcggaaga aggcacatgg ctgaatatcg acggtttcca tatggggatt ggtggcgacg 3000 

actcctggag cccgtcagta tcggcggaat tccagctgag cgccggtcgc taccattacc 3060 

agttggtctg gtgtcaaaaa actagtgg 3088 
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